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RESUMEN 
 
El objetivo de esta investigación fue estudiar la efectividad del pretratamiento con ácido sulfúrico diluido 
y la explosión de fibras con solución de amoníaco (AFEX) sobre la biomasa lignocelulósica de 
Pennisetum sp en la hidrólisis de carbohidratos fermentables para la producción de etanol. En el 
pretratamiento con ácido sulfúrico se estudio el efecto de la temperatura (110, 130, 150, 170 y 190 °C)  
y la concentración del ácido [0,8; 1,2 y 2,0 % (p/p)], mientras que en el pretratamiento AFEX se evaluó 
el efecto de la temperatura (150, 170, 190 y 220 °C) y la relación gravimétrica entre el amoníaco y el 
Pennisetum sp (1, 1,5 y 2). Los sólidos pretratados son analizados cuantificando el contenido de 
celulosa y hemicelulosa presentes en estos y son hidrolizados con enzimas comerciales para 
determinar la producción de glucosa y xilosa disponibles para la fermentación. Con pretratamiento el 
AFEX a 220 °C y 2 g amoniaco por g de biomasa se logró hidrolizar el 87,07 % y 43,41 % de la glucosa 
y xilosa presentes en el Pennisetum sp. 
 
Palabras claves: etanol lignocelulósico, pretratamiento químico, ácido sulfúrico, amoníaco, AFEX. 
 
ABSTRACT 
 
The objective of this study was to investigate the effectiveness of diluted sulfuric acid and Ammonia 
Fiber Explosion (AFEX) pretreatments for production of fermentable carbohydrates from Pennisetum sp. 
The pretreatment with dilute sulfuric acid was studied with concentrations of 0,8, 1,2 and 2,0 % (w/w) 
and temperatures of 150, 170, 190 and 220 °C, and AFEX pretreatment with temperatures of 150, 170, 
190 and 220 °C and ammonia loading 1, 1,5 and 2 (g of ammonia/g of Pennisetum sp). The pretreated 
solids were analyzed for quantifing cellulose and hemicellulose content and then hydrolysed with 
commercial enzymes for production of glucose and xilose. The AFEX pretreatment produced 87,07 % 
and 43,41 %   of glucose and xilose from Pennisetum sp. 
 
Key Words: cellulosic ethanol, chemical pretreatments, dilute sulfuric acid, ammonia, AFEX. 
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1. INTRODUCCIÓN 
 
La implementación de etanol como oxigenante de las gasolinas, representa ventajas ambientales 
debido al favorable balance energético que representa su producción a partir de caña, maíz y biomasa 
lignocelulósica, como lo demuestran los estudios [1] que evalúan la tasa de retorno energético (Re), 
definida como la relación entre la energía total producida por una fuente energética y la energía no 
renovable requerida para su producción. La producción de etanol a partir de maíz implica 0,84 ≤ Re ≤ 
1,65, mientras que a partir de biomasa lignocelulósica es 4,40 ≤ Re ≤  6,61. Es decir, que el balance 
energético neto de la aplicación del etanol como combustible, es mejor que el de la utilización de 
gasolina para el mismo fin, debido a que esta última tiene una tasa de retorno energético de 0,76. 
 
La producción de etanol a partir de cultivos utilizados por la humanidad para su alimentación, como la 
caña de azúcar, el maíz, el trigo, el sorgo, entre otros, ha generado una discusión entre la necesidad de 
producir combustibles para satisfacer la demanda energética que trae consigo el desarrollo económico y 
la necesidad de garantizar la seguridad alimentaria de la población a nivel mundial. En respuesta a esta 
discusión se plantea la opción de producir etanol a partir de residuos de agrícolas y cultivos que no 
tienen uso en la cadena alimentaria de la humanidad. 
 
El Conpes 3510 del 31 de marzo del 2008 [2], contempla los lineamientos políticos para la producción 
sostenible de biocombustibles en Colombia, y se observa que existe una decisión política enfocada 
hacía la producción de etanol y biodiesel motivada por las oportunidades de los mercados emergentes 
nacionales e internacionales, que ofrecen una posibilidad de desarrollo económico y social al país, 
debido a la naturaleza agroindustrial de las materias primas. Esto crea la necesidad de expandir los 
cultivos con potencial para la producción de biocombustibles, para lograr la diversificación de la canasta 
energética, dentro de un marco de producción eficiente y sostenible económica, social y 
ambientalmente. 
 
En el Plan Energético Nacional [3] se establece la meta de aumentar el contenido de etanol en la 
gasolina, desde E10, que es el reglamentado actualmente, hasta mezclas E20 o E25 y se recomienda 
la producción excedente de etanol para exportación. Esto conduce a la necesidad de aumentar los 
cultivos y la capacidad instalada de la plantas de producción de etanol en Colombia, para lograr una 
producción de 25 millones de L/día de etanol  en el 2025 a un precio competitivo con el mercado 
internacional.  
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Actualmente hay 50.120 ha dedicados al cultivo de caña de azúcar para la producción de 948.061 L/día 
de etanol, lo que indica un rendimiento de 18,9 L/ha·dia y se están construyendo proyectos en la región 
del Pivijay en el Departamento de Magdalena y en Puerto López y Puerto Gaitán en el Departamento 
del Meta con una producción de 375.000 L/día en cada una [4], a partir de caña de azúcar, las cuales 
no son suficientes para lograr las metas del Plan Energético Nacional.  
 
Las biomasas lignocelulósicas, como los residuos agrícolas y cultivos herbáceos y maderosos 
constituyen una fuente de producción de combustibles y sustancias químicas, que actualmente 
provienen principalmente del petróleo. La conversión de ésta biomasa en combustibles para el sector 
transporte es una oportunidad de mejorar la seguridad energética y reducir la emisión de gases de 
efecto invernadero, por lo que se ha generado un creciente interés en instituciones académicas, 
compañías del sector privado y entidades gubernamentales en desarrollar la producción a gran escala 
de etanol a partir de biomasa lignocelulósica [5].  
 
Las investigaciones colombianas en la producción de etanol celulósico están enfocadas en evaluar la 
producción de etanol a partir diferentes fuentes de biomasa disponibles en el país, tales como bagazo 
de caña, cascarilla de café, residuos de banano y de palma [6, 7]. Todos estos estudios tienen en 
común la búsqueda de las condiciones que permiten maximizar la producción etanol a partir de cada 
una de estas fuentes. Conservando la misma línea de investigación, este proyecto se justificó en la 
necesidad de conocer el potencial de producción de etanol a partir del pasto maralfalfa (Pennisetum sp) 
de amplia disponibilidad en Colombia. 
 
 
El pasto Maralfalfa (Pennisetum sp) es una opción para la producción de etanol celulósico debido a su 
rápido crecimiento y alto rendimiento, de 200 a 360 ton/ha [8]. La utilización de este pasto puede 
impactar favorablemente en la producción de combustibles de segunda generación, disminuyendo los 
costos de materia prima, de insumos agrícolas, cantidad de suelo necesario para el cultivo, además de 
no tener valor como fuente alimentaría para los seres humanos. 
 
La producción de etanol celulósico consiste en cuatro etapas principales: el pretratamiento, la hidrólisis  
enzimática, la fermentación y la separación del etanol. Específicamente las tres primeras son objeto 
frecuente de evaluación para conocer el potencial de una fuente de biomasa, las condiciones que 
optimizan el pretratamiento, nuevas enzimas o biocatalizadores y finalmente, validar la integración de 
los procesos a nivel industrial.  
 
El objetivo general de esta investigación fue evaluar las condiciones de operación del pretratamiento 
con ácido sulfúrico diluido y explosión de fibras con solución de amoníaco acuoso - AFEX - que 
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permiten producir la mayor cantidad de etanol a partir de Pennisetum sp. Los objetivos específicos 
propuestos en esta investigación fueron los siguientes: 
 
 Cuantificar el contenido de carbohidratos, lignina, extractos y cenizas en la biomasa Pennisetum sp. 
 
 Evaluar el efecto de la temperatura y de la concentración de ácido sulfúrico sobre el contenido de 
celulosa y hemicelulosa en el material pretratado. 
 
 Evaluar el efecto de la temperatura y la relación amoníaco/biomasa sobre el contenido de celulosa y 
hemicelulosa en el material pretratado. 
 
 Cuantificar el contenido de furfural y 5-hidróximeltilfurfural producidos en los hidrolizados del 
pretratamiento con ácido sulfúrico diluido. 
 
Adicionalmente al cumplimiento de los objetivos planteados, se realizó la hidrólisis enzimática de los 
sólidos pretratados con ácido sulfúrico y AFEX, cuantificando el contenido de glucosa y xilosa 
hidrolizada. También se realizaron los análisis de termogravimetría, Espectroscopía Infrarroja de 
Reflectancia Difusa por Transformada de Fourier y Microscopia Electrónica de Barrido, con el objetivo 
de identificar métodos rápidos de análisis de la composición y estructura del material lignocelulósico.  
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2. LA BIOMASA LIGNOCELULÓSICA 
 
2.1. Pasto maralfalfa (Pennisetum sp) 
 
El material vegetal empleado en esta investigación es conocido en Colombia como pasto Maralfalfa, 
denominado científicamente como Pennisetum glaucum x Pennisetum purpureum. El origen de este 
pasto es aún incierto, pero una hipótesis señala, que el sacerdote jesuita José Bernal Restrepo 
desarrolló el Sistema Químico Biológico (S.Q.B), combinando varios forrajes para obtener esta 
gramínea. Por otro lado, se establece que este pasto corresponde al Pennisetum hybridum, resultado 
de la combinación del Pennisetum americanum L. con el Pennisetum purpureum mezclando la calidad 
nutricional del primero con el alto rendimiento en materia seca del segundo. Debido a la carencia de 
estudios detallados acerca de su clasificación taxonómica, se sugiere identificarlo de manera genérica 
como Pennisetum sp. [5] 
 
Las experiencias de cultivo en algunas regiones de Colombia del pasto maralfalfa han demostrado que 
en el primer corte de cosecha se produce 200 ton/ha, en el segundo 260 y en el tercer año 320 ton/ha 
[8]. 
 
2.2. Composición de la biomasa lignocelulósica 
 
La biomasa lignocelulósica es una matriz compuesta principalmente por esteres extraíbles, proteínas, 
carbohidratos, lignina y material mineral. Los extraíbles son ceras y lípidos, los carbohidratos se 
clasifican en solubles, tales como la sacarosa y fructosa, no estructurales, como el almidón y 
estructurales como la celulosa y hemicelulosa. A continuación se describe la celulosa, hemicelulosa y 
lignina por ser los componentes mayoritarios en la biomasa lignocelulósica. 
 
Celulosa 
 
La celulosa constituye entre el 40 - 60% del total del material lignocelulósico. Es un polímero compuesto 
de unidades Dglucopiranosa, unidas sucesivamente a través de enlaces glucosídicos en la 
configuración  (1-4), dando lugar a la unidad de celobiosa que es la unidad más pequeña que se repite 
exactamente en la cadena polimérica. Su estructura es altamente cristalina debido a la presencia de 
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puentes de hidrógeno inter e intramoleculares que influyen en su morfología, rigidez, orientación, 
resistencia y reactividad. Las zonas de alta cristalinidad son difíciles de hidrolizar en sus unidades 
monoméricas, mientras que las zonas de menor cristalinidad, es decir amorfas, son accesibles y 
susceptibles a las reacciones químicas. Durante la hidrólisis del polisacárido se libera una molécula de 
agua por la ruptura de cada enlace glucosa – glucosa [9, 10]. 
 
El anillo glucopiranoso está conformado por grupos –CH2OH y -OH unidos a través de enlaces 
glucósidos que se encuentran en posición ecuatorial con respecto al plano medio del anillo y los átomos 
de hidrógeno en posición axial como se muestra en la Figura 2-1 [11].  
 
Figura 2-1. Estructura de la celulosa [12]. 
 
 
 
El grado de polimerización (GP) de la celulosa varía entre 1000 y 10000 dependiendo de la fuente 
lignocelulósica y las condiciones ambientales, el papel periódico tiene un grado de polimerización de 
1000 unidades, mientras que el algodón de 10000 [11].  
 
Hemicelulosa   
 
La hemicelulosa es un heteropolisacarido compuesto fundamentalmente de xilosa, arabinosa 
(pentosas), galactosa, glucosa y manosa (hexosas) y pequeñas cantidades de ramnosa, ácido 
glucurónico, y galacturónico. Se caracteriza por tener una configuración estructural amorfa y muy 
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hidrofílica, por lo que es más accesible y fácil de hidrolizar que la celulosa; tiene un GP de 100 a 200 
unidades monoméricas. La principal función de la hemicelulosa es enlazar la celulosa y la lignina [12].  
 
Lignina  
 
La principal función de la lignina es proveer soporte estructural a la planta, encapsulando la celulosa y 
hemicelulosa, impidiendo el ataque microbiano sobre éstas.   
 
Estructuralmente la lignina es un polímero complejo formado por unidades monoméricas denominadas 
alcoholes cinamílicos, diferenciados entre sí por las diferentes sustituciones de las unidades 
fenilpropano, como se muestra en la Figura 2-2a. El alcohol p-cumerílico no posee ningún sustituyente, 
el alcohol coniferílico presenta un grupo metoxilo en la posición 3 del anillo aromático y el alcohol 
sinapílico tiene dos sustituciones de grupos metoxilo en las posiciones 3 y 5 del anillo.  
 
La lignina se forma por un proceso de deshidrogenación enzimática de los alcoholes cinamílicos, dando 
lugar a una gran variedad de radicales fenoxilo que reaccionan entre sí aleatoriamente, formando la 
lignina. La presencia de múltiples enlaces del tipo éter, entre cada una de las unidades fenilpropano 
explica la baja velocidad de degradación de la lignina, además de la dificultad de aislar toda la 
estructura polimérica sin causar daños estructurales. Estas características impiden elucidar la estructura 
química de la lignina, en la Figura 2-2b se plantea una propuesta de la estructura de la lignina [11, 13, 
14].   
 
Las biomasas lignocelulósicas de bajo contenido de lignina están compuestas principalmente por 
unidades de alcohol coniferílico con pequeñas cantidades de unidades de alcohol sinapílico y trazas de 
alcohol p-cumarílico, mientras que las biomasas lignocelulósicas con alto contenido de lignina, 
contienen proporciones iguales de unidades p-cumerílico y sinapílico [14]. 
 
El estudio estructural de la lignina se ha realizado utilizando solventes oxidantes que degradan la 
estructura como las soluciones de permanganato de potasio (KMnO4) y cuantificando posteriormente 
los grupos funcionales. También se han empleado técnicas analíticas como la espectrofotometría 
ultravioleta (UV) y la Espectroscopia Infrarrojo con Transformada de Fourier (FTIR), que permiten el 
estudio sin necesidad de disolver o aislar la lignina del resto de la estructura lignocelulósica.  
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Figura 2-2. Estructura de la lignina, a) unidades de fenilpropano que forman la estructura básica de la 
lignina y b) modelo de la lignina [14]. 
 
a) 
 
b) 
 
2.2. Producción de etanol celulósico 
 
La conversión de la biomasa lignocelulósica a etanol se realiza en varias etapas; la primera es el 
pretratamiento, que tiene como objetivo desagregar la matriz vegetal, solubilizar total o parcialmente la 
lignina, hidrolizar la hemicelulosa y reducir la cristalinidad de la celulosa. La segunda etapa es la 
hidrólisis de la celulosa, dando lugar a la recuperación de glucosa; la tercera es la fermentación de los 
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monosacáridos vía enzimática y la última es la destilación del etanol producido. En la Figura 2-3 se 
esquematizan las etapas del proceso de producción de etanol a partir de biomasa lignocelulósica. 
 
Figura 2-3. Proceso de producción de etanol lignocelulósico 
 
 
 
Pretratamiento 
 
El objetivo del pretratamiento es alterar la biomasa para aumentar la producción de monosacáridos en 
la hidrólisis enzimática y minimizar la formación de compuestos inhibidores de la fermentación 
provenientes de la degradación de los carbohidratos y la lignina. El éxito del pretratamiento se  mide en 
función de la degradación de la lignina y la hemicelulosa como un indicador de la disociación de la 
matriz celulosa-lignina, la disminución de la cristalinidad y el aumento de la porosidad de la celulosa. La 
mayoría de los pretratamientos no logran cumplir todos los objetivos simultáneamente [15-17].  
 
Para retirar la hemicelulosa se pueden usar soluciones ácidas que diluyen la hemicelulosa, como 
soluciones diluidas de ácidos inorgánicos o agua a temperaturas mayores a los 180 °C, donde el agua 
actúa como un ácido débil y además recibe los hidrogeniones de los ácidos orgánicos contenidos en la 
hemicelulosa que incrementan la acidez de la solución. En particular, la hidrólisis de la hemicelulosa 
tiene la ventaja de producir hexosas y pentosas listas para la fermentación. 
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La lignina es mucho más difícil de transformar debido a los enlaces éter que la conforman, pero puede 
ser levemente degradada cuando se somete a calentamiento a temperaturas entre 130 y 160 °C, donde 
alcanza el punto de transición vítrea, o puede ser parcialmente hidrolizada en medio ácido [15].   
 
La disminución de la cristalinidad de la celulosa se logra por rompimiento de los puentes de hidrogeno 
existentes en ésta, ya sea por calentamiento o por acción de compuestos con presencia de puentes de 
hidrógeno, como los ácidos inorgánicos (H2SO4, HCl, o H3PO4) y líquidos iónicos como el cloruro de 1-
butil-3-metillimidazol. 
 
Durante el pretratamiento se debe balancear sus beneficios con los costos de su aplicación y sus 
consecuencias en etapas posteriores del proceso, teniendo en cuenta el tipo de biomasa que se emplea 
[16]. 
 
Hidrólisis enzimática 
 
En la hidrólisis enzimática se produce la ruptura de las cadenas poliméricas de la celulosa y la 
hemicelulosa, que previamente han sido modificadas estructuralmente en el pretratamiento. A partir de 
la celulosa se obtiene glucosa, mientras que a partir de la hemicelulosa se obtienen diferentes 
monosacaridos, tales como xilosa, glucosa, arabinosa, galactosa y manosa, entre otros [18].  
 
La hidrólisis enzimática es realizada por enzimas de alta especificidad, como las celulasas y xilanasas 
producidas a partir de hongos y bacterias. Las celulasas son una mezcla de enzimas de al menos tres 
grupos: 1) las endoglucanasas, las cuales atacan regiones de celulosa de baja cristalinidad 
descomponiendo los enlaces  (1-4) y creando finales de cadena; 2) las exoglucanasas, la cuales 
degradan la celulosa cristalina y amorfa para producir celobiosa y 3) las glucosidasas, que hidrolizan 
la celobiosa y oligosacaridos menores para producir glucosa y así evitar su efecto inhibidor por 
acumulación en el medio de reacción. En la Figura 2-4  se observa los tres tipos de reacción que 
realizan las celulasas [17, 18] 
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Figura 2-4. Hidrólisis de la celulosa por acción de las celulasas, tomado de [18] 
 
Los principales factores que afectan la eficiencia de la hidrólisis enzimática son: el sustrato, la actividad 
de la celulasa y las condiciones de reacción.  
 
La susceptibilidad de las celulasas al sustrato celulósico depende de las características de éste, 
incluyendo el contenido de lignina y hemicelulosa, la porosidad, la cristalinidad y el grado de 
polimerización de la celulosa. El contenido de lignina es determinante en el rendimiento de la hidrólisis, 
debido a que bloquea el acceso de las celulasas por impedimento estérico causado por los enlaces 
lignina – carbohidratos y por la naturaleza hidrofóbica de la lignina que rechaza la acción hidrofílica de 
las enzimas. Por lo tanto la degradación de la lignina es determinante en el rendimiento de la hidrólisis 
enzimática, comparado con la hidrólisis de la hemicelulosa [12, 17]. 
 
La actividad de las celulasas es afectada por la presencia en menor proporción de celobiosa y glucosa. 
Entre los métodos implementados para reducir la inhibición están: el aumento de la concentración de 
enzimas, la adición de -glucosidasas en la hidrólisis y la remoción de glucosa por hidrólisis y  
fermentación simultánea (SSF). 
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Fermentación  
 
La etapa de fermentación corresponde a la conversión de carbohidratos en etanol. Tradicionalmente se 
ha utilizado levaduras del tipo Saccharomyces cerevisiae y bacterias del tipo Zymomonas mobilis para 
fermentar la glucosa y xilosa a etanol respectivamente, pero actualmente existe el reto de desarrollar un 
microorganismo o combinación de éstos, que pueda fermentar los monosacáridos provenientes de la 
hidrólisis de la hemicelulosa [12, 18].  
 
En la Figura 2-5 se presentan las reacciones de fermentación de glucosa y xilosa, donde se observa 
que durante la fermentación de glucosa se produce etanol y dióxido de carbono, con una relación de 
dos moles de etanol y dióxido de carbono por cada mol de glucosa fermentada. Cuando la eficiencia del 
microorganismo es del 100 % se obtiene un rendimiento del 51 % (p/p) de etanol, conservando la 
relación másica y molar entre la glucosa y el etanol. Mientras que en la fermentación de xilosa se tienen 
rendimientos entre el 30 y 50 %  [19]. 
 
La fermentación se puede realizar como un proceso independiente de la hidrólisis, que es conocido 
como hidrólisis y fermentación separada (SHF); la ventaja de realizar cada etapa de forma 
independiente es la posibilidad de operar a la temperatura óptima de cada una, que está entre 45 a 50  
°C para la hidrólisis y 30 °C para la fermentación. La desventaja es la disminución de la actividad 
enzimática en la hidrólisis por la alta concentración de los productos de reacción y el costo de 
realización de las dos etapas [18]. 
 
Debido al parecido en las condiciones de operación de la hidrólisis enzimática y la fermentación, se 
realiza la hidrólisis y fermentación simultánea (SSF). Las ventajas de este procedimiento son la 
reducción de los productos de la hidrólisis que actúan como inhibidores de las enzimas, la disminución 
de la contaminación gracias a la presencia de etanol y la disminución de la inversión y costo energético 
debido a la utilización del mismo reactor para realizar las dos etapas. La desventaja de la SSF está en 
la selección de la temperatura de operación, porque debe ser realizada a una temperatura intermedia 
entre la temperatura óptima de la hidrólisis y la fermentación, por lo que la etapa controlante del proceso 
es la hidrólisis [17-19] 
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Figura 2-5. Reacción de fermentación de glucosa y xilosa a etanol, tomado de [20] 
 
 
2.3. Compuestos inhibidores 
 
En el proceso de producción de etanol lignocelulósico no solo se obtienen azúcares provenientes de la 
hidrólisis y solubilización de la celulosa y hemicelulosa, sino que, debido a las altas temperaturas y 
condiciones en las que se desarrollan estos procedimientos, se producen una serie de compuestos que 
pueden actuar como inhibidores potenciales de la fermentación. La naturaleza y concentración de estos 
compuestos depende del tipo de biomasa, del pretratamiento utilizado, las condiciones de proceso y la 
utilización o no de catalizadores ácidos [11].  
 
Los compuestos inhibidores son producidos por la degradación de los monosacáridos obtenidos en la 
hidrólisis de la hemicelulosa y el fraccionamiento de la lignina durante el pretratamiento, se pueden 
clasificar en tres grupos: derivados del furano, ácidos alifáticos de baja masa molecular y derivados 
fenólicos [21].  
 
Los derivados del furano son producto de la degradación de la hemicelulosa y celulosa durante el 
pretratamiento a altas temperaturas y tiempos de residencia prolongados. El furfural es formado por la 
degradación de las pentosas xilosa y arabinosa, mientras que el 5-hidroximetilfurfural (HMF) es 
obtenido por la degradación de las hexosas glucosa, manosa y galactosa.   
 
Dentro de los ácidos alifáticos que se pueden encontrar el ácido fórmico y levulínico, resultantes de la 
subsecuente degradación del furfural e HMF, respectivamente. Adicionalmente se puede encontrar 
ácido acético procedente de la hidrólisis de los grupos acetil presentes en la hemicelulosa.  
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El fraccionamiento de lignina durante el pretratamiento da lugar a la formación de los derivados 
fenólicos, tales como el ácido 4-hidroxibenzoico, un compuesto abundante en biomasas de alto 
contenido de lignina, el siringaldehído y el ácido siríngico, procedente de la degradación de la unidad 
siringilo, la vainillina y el ácido vainillínico originados por la degradación de las unidades guayacilo de la 
lignina [21]. En la Figura 2-6 se esquematiza la formación de los compuestos que inhiben la 
fermentación de los azúcares fermentables. 
  
Figura 2-6. Modelo de formación de compuestos inhibidores de la fermentación, tomado de [11, 21] 
 
 
 
Entre los efectos producidos por el furfural y el 5-HMF sobre los microorganismos de fermentación de 
los azúcares, se encuentran la reducción de la tasa de crecimiento de los microorganismo y la 
disminución de la productividad volumétrica de etanol [11].    
 
2.4. Pretratamientos de materiales lignocelulósicos 
 
Los pretratamientos pueden ser físicos, químicos o biológicos. La clasificación propuesta por Mosier y 
colaboradores [16] incluye en los pretratamiento físicos la reducción de tamaño y la explosión con 
vapor. En los pretratamientos químicos se altera la estructura de la biomasa con solventes que 
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promueve la degradación de la celulosa, hemicelulosa y lignina. Los pretratamiento biológicos utilizan 
microorganismos, como hongos para degradar la lignina y la hemicelulosa.  
 
Entre los pretratamientos físicos se encuentra la reducción de tamaño de la biomasa a tamaños entre 2 
y 0,2 mm, este pretratamiento disminuye la cristalinidad de la celulosa y aumenta la porosidad de la 
biomasa, impactando favorablemente en la producción de monosacáridos durante la hidrólisis. La 
desventaja es el consumo energético que depende del tamaño final de partícula y el tipo de material a 
pretratar [16, 17, 22].  
   
La explosión de vapor es el método más utilizado para pretratar la biomasa lignocelulósica y consiste en 
someter la biomasa a una despresurización súbita de vapor saturado a alta temperatura. Usualmente se 
realiza a temperaturas entre los 160 y 260 °C durante s o unos pocos min, logrando la degradación de 
hemicelulosa principalmente y la transformación de la lignina, incrementando el potencial de producción 
de glucosa durante la hidrólisis. Las alteraciones estructurales durante el pretratamiento  son causadas 
por la rápida despresurización que provoca una evaporación del agua interna de la biomasa, separando 
las fibras, principalmente la celulosa. La presencia de ácido acético producido por la hidrólisis de los 
grupos acetil de la hemicelulosa es responsable de la degradación de los monosacáridos provenientes 
de la misma, generando compuestos que inhiben los procesos enzimáticos posteriores [22]. 
  
Los pretratamientos de acción química más comunes utilizan ácido sulfúrico, hidróxido de sodio, 
amoníaco o soluciones diluidas de estos, peróxido de oxigeno y solventes orgánicos como metanol, 
etanol, acetona, etilenglicol, entre otros [16]. A continuación se realizará una descripción de los 
pretratamientos químicos de interés en el presente estudio. 
 
Acido sulfúrico diluido  
 
El pretratamiento con ácido diluido ha sido ampliamente estudiado, utilizando ácido sulfúrico, 
clorhídrico, nítrico y fosfórico [16]. La reacción se realiza colocando en contacto la biomasa con la 
solución de ácido a temperaturas entre 160 y 220 °C por periodos de tiempo entre 1 y 60 min [23].  
 
La presencia del ácido provoca la degradación de la hemicelulosa y la ruptura de las fibras celulósicas 
mejorando el rendimiento de la hidrólisis de celulosa a glucosa. La desventaja de este pretratamiento es 
la producción de inhibidores como 5-HMF y furfural, los cuales deben ser removidos antes de la etapa 
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de hidrólisis enzimática, por lo que es necesario realizar lavados al material sólido pretratado, 
asumiendo la perdida de monosacáridos obtenidos durante el pretratamiento que son solubles en el 
agua de lavado [24]. 
 
En el modelo cinético de hidrólisis de la hemicelulosa se plantean dos etapas de reacción,  la primera 
como una descomposición de la estructura en oligosacaridos y monosacáridos y la segunda como la 
degradación de los monosacáridos en 5-HMF y furfural, principalmente. Durante la primera etapa 
existen dos reacciones en paralelo con diferente velocidad de reacción tal como se representa en la 
Figura 2-7 [24]. 
 
Figura 2-7. Esquema de la hidrólisis de la hemicelulosa 
 
             
 
 
                                
     
                                    
 
 
 
                                     
Donde: k1 >  k2 
 
La principal diferencia entre las dos reacciones de la primera etapa, se atribuye a la accesibilidad de las 
cadenas ramificadas de la hemicelulosa a los hidrogeniones del ácido, aumentando su velocidad de 
reacción, mientras que la cadena principal compuesta por unidades repetitivas de monosacáridos es 
difícil de acceder por los hidrogeniones y por lo tanto más lenta [24, 25]. 
 
Estudios del pretratamiento con ácido sulfúrico sobre pasto Switchgrass [24, 26-28] han demostrados 
que a 180 °C con una concentración de ácido de 1,2 % (p/p) se obtienen una hidrólisis de la 
hemicelulosa mayor al 90 %, que coincide con otros estudios [24, 26-29] en los cuales se concluye que 
la temperatura es más determinante que la concentración de ácido. 
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Explosión de fibras con solución de amoníaco acuoso (AFEX) 
 
El pretratamiento de explosión de fibras con solución de amoníaco acuoso (AFEX), combina el efecto 
físico del contacto del vapor con la biomasa a alta temperatura y el efecto químico de la degradación de 
la estructura lignocelulósica por parte del amoníaco, dando como resultado la degradación de la lignina, 
la solubilización de la hemicelulosa, la ruptura los enlaces lignina-carbohidratos, la reducción de la 
cristalinidad de la celulosa y el incremento de la porosidad de la matriz lignocelulósica, mejorando el 
rendimiento de monosacáridos durante la hidrólisis enzimática [16, 30, 31].  
 
Algunas de las ventajas del pretratamiento AFEX son [30]: 
 
 La posibilidad recuperar prácticamente todo la solución acuosa de amoníaco y ser reutilizado 
nuevamente, proporcionando una fuente de nitrógeno utilizable en los procesos microbianos 
posteriores.  
 
 La biomasa pretratada es estable por largos periodos de tiempo y se puede utilizar en altas 
cargas de sólidos en los procesos de hidrólisis enzimática y fermentación. 
 
 No se requiere neutralización de la biomasa pretratada antes de la hidrólisis enzimática. 
 
El pretratamiento AFEX es especialmente recomendado para biomasas que tienen un contenido de 
lignina menor al 15 %, obteniendo rendimientos de hidrólisis de celulosa y hemicelulosa del 90 %. 
Mientras que para biomasas con un contenido de lignina mayor, solo se obtiene rendimientos de 
hidrólisis inferiores al 50 % [11]. 
 
Una modificación del proceso en el cual la solución de amoníaco acuoso es reciclado, es conocido 
como Percolación Reciclada de Amoníaco (ARP), en el cual se reciclan las soluciones acuosas de 
amoníaco que reaccionan, causando la depolimerización de esta y la ruptura de los enlaces lignina-
carbohidratos [16].  
 
La degradación de la lignina es uno de los factores más impactantes en el rendimiento de la hidrólisis 
enzimática, ya que removerla minimiza el requerimiento enzimático y permite realizar esta etapa 
enzimática con altas cargas de sustrato. En estudios del tratamiento con amoníaco a 170 °C en 
residuos de maíz se ha logrado remover del 70 al 85 % de lignina y solubilizar el 50 % de la 
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hemicelulosa sin altera la celulosa.  El rendimiento de la hidrólisis enzimática aumenta del 14 al 84 %, 
comparando la biomasa sin pretratar y pretratada con una concentración de 10 UPF (Unidades de 
Papel Filtro)/g de celulosa [32].  
 
Cuatro variables del pretratamiento AFEX, como la relación gravimétrica biomasa: amoníaco, la 
temperatura de pretratamiento, la concentración de la solución de amoníaco y el tiempo de residencia, 
han sido evaluados en distintos tipos de biomasa, tales como el bagazo de caña, residuos de maíz, 
arroz y trigo, y cultivos herbáceos como los pastos Miscantus y Switchgrass, entre otros, donde se 
demuestra el incremento de la digestibilidad del 53 al 128 % comparado con el residuo de maíz y 
Switchgrass sin pretratar, respectivamente [30, 33, 34].  
 
También se han realizado estudios comparando los cambios químicos y físicos antes y después de los 
pretratamiento AFEX, ácido diluido, alcalino, percolación reciclada de amoníaco (ARP) y explosión con 
dióxido de azufre en residuos de maíz [35], midiendo la composición química, el grado de cristalinidad y 
polimerización, la morfología y grado de degradación de la biomasa a través de espectroscopia de 
reflectancia difusa, donde se concluye que el pretratamiento AFEX y alcalino remueven la mayoría de 
los grupos acetil, indicando la ruptura de los enlaces lignina-carbohidratos y la reducción de la 
cristalinidad de la celulosa.  
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3. CARACTERIZACIÓN DE LA BIOMASA LIGNOCELULOSICA Pennisetum sp 
 
La biomasa lignocelulósica Pennisetum sp, mostrada en la Figura 3-1, fue proporcionada por el 
Laboratorio de Investigación en Combustibles y Energía (LICE) del Departamento de Química de la 
Universidad Nacional de Colombia y caracterizada con el objetivo de conocer la composición de la 
biomasa y establecer el referente teórico de recuperación de glucosa y xilosa, en cada uno de los 
pretratamientos e hidrólisis del Pennisetum sp.  
 
Figura 3-1. Imagen del Pennisetum sp sin pretratamiento 
 
 
Inicialmente se calculó el porcentaje de sólidos totales a fin de estandarizar el reporte de resultados con 
base en el peso seco de biomasa. También se removieron los componentes no estructurales en la 
biomasa lignocelulósica tales como los ácidos grasos, fenoles, terpenos, ceras y carbohidratos no 
estructurales, entre otros, solubles en etanol y tolueno, con el fin de evitar que interfieran en los 
resultados de los procedimientos posteriores de caracterización. 
 
Durante los pretratamientos se modifica la composición de carbohidratos en la biomasa; por lo tanto se 
calculó su composición inicial en la biomasa Pennisetum sp, para establecer a partir de ésta el 
rendimiento de cada una de las condiciones de reacción. La determinación de carbohidratos 
estructurales y lignina se realizó en dos etapas de hidrólisis ácida, que lograron la ruptura de la 
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estructura lignocelulósica en glucosa, xilosa, galactosa, arabinosa, lignina soluble en ácido (LAS),  y 
lignina insoluble en ácido (LAI).  
 
Sólidos totales 
 
La caracterización fue desarrollada según los procedimientos analíticos de National Renewable Energy 
Laboratory (NREL). El contenido total de sólidos se determinó introduciendo la biomasa en un horno a 
105 °C hasta peso constante, es decir ±0,1 % de cambio en el peso [36].  
 
                   
    
  
        3-1 
Donde: 
                      
                                 
                                           
 
Contenido de Cenizas 
 
El contenido de ceniza se determinó en una mufla a 500 °C durante 6 horas con el fin de quemar los 
compuestos orgánicos de la biomasa. El contenido de ceniza es reportado como porcentaje en base 
seca, calculado de la siguiente forma [36]: 
  
                        
    
  
       3-2 
Donde: 
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Contenido de extractos etéreos 
 
El contenido de extractos o componentes no estructurales se determinó en un soxhlet, utilizando 5 g de 
Pennisetum sp, colocados en un cartucho poroso y una mezcla de 240 mL de un solvente, conformado 
por tolueno y etanol en una relación 2:1. El procedimiento se realiza durante 24 horas con una velocidad 
de reflujo de cuatro veces por una hora. Posteriormente la muestra es lavada con etanol y se deja secar 
por 24 h. El porcentaje de extractos por gramo de Pennisetum sp seco se calcula con la siguiente 
ecuación [37]: 
 
             
     
  
       3-3 
 
Donde: 
                                 
                               
 
Contenido de Lignina y carbohidratos estructurales 
 
El contenido de carbohidratos estructurales, lignina soluble e insoluble en ácido es obtenido a través de 
dos etapas de hidrólisis con ácido sulfúrico. El procedimiento es descrito a continuación. Se hace 
reaccionar (3 g) de pasto Pennisetum sp de un tamaño de partícula de 1 mm con 3 mL de ácido 
sulfúrico al 72 % (p/p) a 30 °C durante una h. Posteriormente se transfiere el hidrolizado a una botella y 
se adiciona 84 mL de agua desionizada para obtener una concentración final de ácido sulfúrico de 4 % 
(p/p)  y terminar la reacción en una autoclave a 120 °C durante una hora (norma NREL/TP- 510-42618) 
[38]. La solución es filtrada a través de una frita, separando el sólido para determinar el contenido de 
lignina insoluble en ácido. El residuo es lavado con agua desionizada para retirar el exceso de ácido 
presente. La frita y el sólido son secados a 105 °C por 12 h, pesados y colocados en una mufla a 500 
°C por 6 h. El porcentaje de lignina insoluble en ácido en la biomasa Pennisetum sp en base seca es 
calculado con la siguiente ecuación: 
 
                              
     
   
                 
   
       3-4 
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Donde: 
                                 
                                                  
                                                               
 
El contenido de lignina soluble en ácido corresponde a la porción de lignina que se disolvió durante la 
hidrólisis realizada previamente y se determinó de acuerdo con la norma NREL/TP- 510-42618 [38]. El 
líquido obtenido en la filtración de la lignina insoluble en ácida fue analizado con un espectrofotómetro 
Thermo Scientific Genesis 10 UV. La absorbancia del hidrolizado fue medida a 240 nm utilizando una 
celda cuadrada de 1 cm de longitud y se diluyó a una tercera parte con agua desionizada. El porcentaje 
de lignina soluble en ácido por gramo de Pennisetum sp seco fue calculada con la siguiente ecuación: 
 
                         
 
   
      
 
      
                  
   
       3-5 
Donde: 
A = absorbancia a 240 nm 
df = factor de dilución. 
b = longitud de la celda. 
a = absortividad, igual a 110 L/g·cm 
V = volumen del filtrado, 87 mL 
m = masa inicial de biomasa 
 
El contenido de carbohidratos estructurales en la biomasa Pennisetum sp se determinó cuantificando 
los monosacáridos provenientes de la hemicelulosa (xilosa, galactosa, arabinosa y manosa) y celulosa 
(glucosa) en la biomasa extraída. Los monosacaridos presentes en el líquido obtenido en la filtración es 
cuantificado a través de cromatografía líquida de alta presión (HPLC) utilizando la columna Aminex 
HPX-87P (7,8 x 300 mm) con forma iónica de plomo soportada en un copolimero de estireno y divinil 
beceno. Se utilizó agua con un flujo de 0,6 mL/min y una temperatura de 85 °C en el horno. 
La concentración de cada uno de los monosacáridos fue calculado usando la siguiente ecuación: 
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      3-6 
Donde: 
m1 = Peso inicial de la muestra, g 
Vf = Volumen de filtrado, 87 mL 
C = Concentración de monosacáridos reportado en el HPLC, mg/mL 
FC = factor de corrección de la cantidad de monosacáridos degradados durante la segunda etapa de la 
hidrólisis. 
 
En la hidrólisis de la celulosa y hemicelulosa hay pérdida de moléculas de agua, tal como se muestra en 
la ecuación 3-7 y 3-8, por lo tanto es posible establecer una relación entre las masas moleculares de la 
glucosa y celulosa, al igual que entre la xilosa y hemicelulosa, considerando esta como componente 
mayoritario en la hemicelulosa.  
 
El factor de relación entre la concentración de glucosa y el contenido de celulosa es  
   
   
  y para la 
hemicelulosa es  
   
   
 , los cuales son utilizados para calcular el contenido de cada uno de estos 
carbohidratos estructurales, como se muestra en las ecuaciones 3-9 y 3-10. 
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  3-8 
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Por lo tanto la concentración de carbohidratos estructurales, celulosa y hemicelulosa es: 
 
                                
   
   
  3-9 
 
                                                          
   
   
   3-10 
 
El resultados de la caracterización del Pennisetum sp se muestra en la  
Tabla 3-1. Los componentes principales son la celulosa y la hemicelulosa, sumando el 56,33 % de la 
biomasa seca, mientras que la lignina representa el 16,18 %. El contenido de celulosa y lignina están en 
el rango de valores reportados para los pastos, correspondiente al 25 a 40 % de celulosa y 10 a 15 % 
de lignina; mientras que el contenido de hemicelulosa es más bajo que el 35 a 50 % reportado [39].   
 
La hemicelulosa está compuesta principalmente por xilosa (87,41 %), galactosa (2,98 %) y arabinosa 
(9,60 %). Mientras que la celulosa está compuesta únicamente por glucosa. El máximo potencial de 
recuperación glucosa es 0,375 g y xilosa 0,232 g por g de Pennisetum sp seco, dando un total de 0,607 
g monosacáridos por g de biomasa seca. 
 
El bajo contenido de lignina del Pennisetum sp y la baja solubilidad de ésta en ácido, permite inferir que 
en el pretratamiento con ácido sulfúrico no se presentará una alta producción de inhibidores fenólicos 
en la fracción líquida hidrolizada. También indica que el pretratamiento AFEX es favorable para esta 
biomasa [40]. 
 
 
 
 
 
 
 
 33 
 
 
Tabla 3-1 Composición de Pennisetum sp sin pretratar1 
Componente Porcentaje 
Sólidos totales 96,53 
  
Carbohidratos 56,33 
              Celulosa 33,79        ± 0,52 
              Hemicelulosa 22,54        ± 0,15 
Xilosa 22,39        ± 0,05 
Galactosa 0,77         ± 0,07 
Arabinosa 2,46         ± 0,02 
Manosa n.d 
Lignina total 16,18 
               Lignina soluble 0,13         ± 0,00 
               Lignina insoluble 16,04       ± 0,30 
Extractos 10,77  
Material mineral como cenizas       2,46         ± 0,01 
Otros 10,79 
 
1Composición en porcentaje de base seca de Pennisetum sp 
n.d. no detectada 
 
Todos los monosacáridos son susceptibles de convertirse en etanol, dependiendo de los 
microorganismos utilizados en la fermentación. Utilizando el software del NREL [41] para calcular el 
rendimiento teórico de etanol a partir de la fermentación del Pennisetum sp se predice un rendimiento 
de 66,2 y 44,0 gal/ton a partir de las hexosas y pentosas, respectivamente, para un total de 110,2 
gal/ton de biomasa seca de Pennisetum sp. 
 
El rendimiento teórico de etanol a partir de Pennisetum sp es ligeramente menor al calculado para el 
maíz (124,4 gal/ton) y bagazo de caña (111,5 gal/ton), pero teniendo en cuenta la producción de 
biomasa Pennisetum sp en Colombia es importante evaluar los procesos y parámetros que permiten 
maximizar la producción de etanol a partir de esta biomasa.  
 
Por la necesidad de determinar la composición de las biomasas lignocelulósicas para conocer el 
potencial de cada una para la producción de etanol, se ha utilizado el análisis termogravimétrico como 
un método rápido y de bajo costo para conocer el contenido de celulosa, hemicelulosa y lignina [42]. La 
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máxima temperatura de descomposición para cada uno de los componentes principales de la biomasa 
lignocelulósica, se encuentra entre los siguientes rangos: menor a los 230 °C para la humedad, entre 
220 y 310 °C  para la hemicelulosa, 315 y 400 °C para la celulosa y más de 400 °C para la lignina. Esta 
temperatura depende de la velocidad de calentamiento y el tipo de gas de purga utilizado en el análisis, 
en medios inertes de calentamiento la velocidad de descomposición es más lenta y la resolución es 
menor que en medios oxidantes, especialmente para la lignina, que no se descompone totalmente en 
medio inerte. 
 
Con el fin de comparar los resultados obtenidos con la metodología NREL, se realizó el análisis 
termogravimétrico de la biomasa Pennisetum sp previamente extraída en la mezcla etanol – tolueno. El 
análisis termogravimétrico se realizó en el Laboratorio de Investigaciones en Combustibles y Energía 
con un equipo marca Pelkin Elmer TGA7, con un flujo de aire de 20 mL/min y el siguiente programa de 
calentamiento: 
 
Temperatura inicial: 20 °C  
Velocidad de calentamiento constate: 20 °C/min hasta los 110 °C 
Temperatura constante: 5 min a 110 °C 
Velocidad de calentamiento constate: 20 °C/min hasta los 575 °C 
Temperatura constante: 15 min a 575 °C 
 
En la Figura 3-2a se observa el porcentaje de masa residual en función de la temperatura. Durante la 
descomposición térmica del Pennisetum sp se observó la pérdida de masa en el rango de temperatura 
de 30 a 125 °C correspondiente a la evaporación de la humedad y compuestos de baja masa molecular 
presentes en la biomasa, remanentes del proceso de extracción. La descomposición del material 
vegetal mostró dos componentes principales, el primero corresponde a la descomposición térmica de 
holocelulosa, correspondiente a los carbohidratos estructurales hemicelulosa y celulosa, que presenta la 
máxima velocidad de pérdida de peso a los 311,44 °C, que es inferior a la única señal de 
descomposición de la celulosa microcristalina sigma utilizada como estándar, que sucede a los 343,87 
°C.  El segundo pico corresponde a la descomposición de la lignina a los 447,57 °C. 
 
El área de la derivada de la pérdida de masa (DTGA) es un indicativo del contenido de cada 
componente en el material vegetal [12], por lo tanto, la integración de cada uno de los picos presentes 
en el análisis termogravimétrico del Pennisetum sp, es una aproximación al contenido de holocelulosa y 
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lignina en la biomasa. Utilizando el programa Origin Pro 8 para la integración de los picos se obtiene los 
resultados mostrados en la Tabla 3-2. 
Los resultados del análisis termogravimétrico del Pennisetum sp indican que el 64,51 % del material 
(porcentaje libre de extractos) está compuesto por carbohidratos estructurales, similar al resultado 
obtenido con la metodología NREL, que corresponde al 56,33 % (porcentaje libre de extractos). 
Mientras que el contenido de lignina, según el análisis térmico es el 25,71 %, superior al encontrado con 
la metodología NREL que es el 16,18 % 
 
Figura 3-2. Análisis termogravimétrico del a) Pennisetum sp y b) celulosa microcristalina 
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Tabla 3-2. Composición del Pennisetum sp por análisis termogravimétrico  
Compuesto T máx velocidad de descomposición  (°C) T inicial  (°C) T final  (°C) %  área 
Pennisetum sp (libre de extractos) 
Holocelulosa 311,44 147,34 381,85 64,51 
Lignina 447,57 381,85 459,78 25,71 
Celulosa microcristalina 
Celulosa  343,87 301,35 375,95 91,08 
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El análisis térmico realizado al Pennisetum sp no permite diferenciar la descomposición de hemicelulosa 
y celulosa, y en su lugar se observa un amplio rango de temperatura para la descomposición de la 
holocelulosa. Esto se debe a la baja resolución del equipo, que no permite diferenciar la 
descomposición de los carbohidratos compuestos principalmente por xilosa y arabinosa-galactosa, que 
sucede a los 285 y 315 °C respectivamente, de la celulosa que sucede a los 346 °C [43], como se 
observa en la Figura 3-2b. En los casos de estudios que reportan el análisis de composición de 
biomasas lignocelulósicas a través de análisis termogravimétrico  con equipos de alta resolución, se 
logra observar un hombro, que permite diferenciar la descomposición de la hemicelulosa entre un rango 
de temperatura de 240 y 295 °C [42]. Esta diferenciación permitió comparar los resultados logrados con 
el análisis químico y obtener coeficientes de regresión de 86, 74 y 76 % para la hemicelulosa, celulosa y 
lignina, respectivamente. 
 
La comparación de los resultados obtenidos con la metodología NREL y el análisis termogravimétrico, 
demuestran que este último, es una herramienta práctica para conocer la composición de carbohidratos 
estructurales y lignina de la biomasa lignocelulósica. 
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4. PRETRATAMIENTO CON ÁCIDO SULFÚRICO DILUIDO. 
 
El propósito de evaluar el pretratamiento con ácido sulfúrico diluido en la biomasa Pennisetum sp, fue 
conocer el efecto de la reacción sobre el contenido de carbohidratos estructurales en el material 
pretratado y el porcentaje de carbohidratos hidrolizados y degradados durante la reacción. En los 
pretratamientos estudiados se evaluaron las concentraciones de ácido sulfúrico de 0,8, 1,2 y 2,0 % (p/p) 
y temperaturas de 110, 130, 150, 170 y 190 °C, manteniendo constante la proporción de sólidos en el 
reactor en 15 % (p/p) y el tiempo de reacción en 1 h. 
 
4.1. Pretratamiento  
 
Los pretratamientos se realizaron en el Laboratorio de Investigación en Combustibles y Energía (LICE) 
adscrito al Departamento de Química de la Universidad Nacional de Colombia, en un reactor Parr con 
capacidad de 1 L, presión máxima de 2000 psi, calentado con resistencia eléctrica, controlando la 
temperatura de operación con un controlador marca Temp Variac que tiene una temperatura de 
operación máxima de 350 °C.  
 
Inicialmente la biomasa fue molida en un molino de cuchillas hasta un tamaño de 1 mm, en el 
laboratorio de nutrición animal adscrito a la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la 
Universidad Nacional de Colombia. El procedimiento de carga del reactor consistió en agregar 90 a 100 
mL de solución de ácido sulfúrico con la concentración a evaluar y aproximadamente 14 g de 
Pennisetum sp seco, posteriormente se cerró el reactor y se inició el calentamiento hasta alcanzar la 
temperatura de reacción requerida, instante de tiempo a partir del cual se permite 1 h de reacción y 
finalmente se deja enfriar hasta temperatura ambiente. 
 
Los productos sólidos y líquidos de la reacción son separados, utilizando una malla (serie Tyler 60) 
como medio filtrante. Los sólidos son lavados con agua desionizada y secados a 50 °C durante 12 h y 
posteriormente caracterizados, determinando el contenido de sólidos totales y de carbohidratos 
estructurales, según el procedimiento NREL descrito en el capítulo 3 anterior. La fracción líquida es 
caracterizada, determinando el contenido de monosacaridos, productos de la degradación de estos y  
compuestos fenólicos. 
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El contenido de celulosa y hemicelulosa en los sólidos pretratados con ácido sulfúrico son analizados en 
el Centro Nacional de Investigaciones de Utilizaciones Agrícolas del Departamento de Agricultura de los 
Estados Unidos, modificando el método cromatográfico descrito en el capítulo 3. Para estos análisis se 
utilizó una columna Aminex HPX-87H (7,8 x 300 mm) con forma iónica de hidrogeno soportada en un 
copolimero de estireno y divinil beceno, como fase móvil se empleó una solución de ácido sulfúrico de 
concentración 5 mM con un flujo de 0,6 mL/min y una temperatura de 60 °C en el horno. Los resultados 
se presentan en la Tabla 4-1.  
 
Tabla 4-1. Composición del Pennisetum sp pretratado con ácido sulfúrico 
[H2SO4]  Temperatura de reacción 
Sólidos 
recuperados 
Celulosa  Hemicelulosa 
(% p/p) °C (%) % (p/p)1 
Sin pretratar 100 33,79  ± 1,26   22,54  ± 0,39 
0,8 
110 65,50 37,96  ± 0,93   18,25  ± 1,41 
130 61,65 34,80  ± 1,30   15,85  ± 0,82 
150 58,38 41,95  ± 1,57   7,20  ± 0,56 
170 54,93 44,28  ± 2,02 3,34  ± 0,37 
190 51,94 51,43  ± 2,73 1,53  ± 0,10 
1,2 
110 63,76 31,99  ± 0,88 18,23  ± 0,81 
130 59,73 34,35  ± 0,54 8,65   ± 1,23 
150 58,10 35,97  ± 1,58 11,79 ± 1,50 
170 54,36 40,59  ± 1,83 3,12  ± 0,47 
190 51,77 39,68  ± 2,27 1,85  ± 0,26 
2,0 
110 57,32 41,57  ± 0,84 13,24  ± 0,11 
130 56,25 27,03  ± 1,20 7,25  ± 0,13 
150 52,42 43,93  ± 1,67 3,72  ± 0,30 
170 51,35 44,20  ± 2,13 2,68  ± 0,21 
190 47,36 56,53  ± 3,30 0,00  ± 0,02 
1 Composición en base seca del sólido pretratado  
 
Los resultados demuestran que el pretratamiento con ácido sulfúrico hidroliza principalmente la 
hemicelulosa, disminuyendo su composición de 22,54 % en el Pennisetum sp sin pretratar hasta su 
totalidad, en la reacción que es realizó a 190 °C y 2,0 % (p/p). La disminución del contenido de 
hemicelulosa en los sólidos pretratados, es uno de los indicadores más importantes de la efectividad del 
pretratamiento, debido a que refleja la desaparición de enlaces entre la lignina y la celulosa, sugiriendo 
el aumento de la porosidad del material lignocelulósico y la digestibilidad enzimática en la hidrólisis [40].  
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El porcentaje de hemicelulosa removida o hidrolizada durante el pretratamiento se calculó con la 
ecuación 4-1 y el resultado se muestra en la Tabla 4-2 [44]. 
 
                            
                                         
                   
        4-1 
 
Donde:  
Hemicelulosa inicial: Contenido de hemicelulosa en el Pennisetum sp originalmente 
Hemicelulosa [H2SO4] : Contenido de hemicelulosa en cada unos de los sólidos pretratados a T y [H2SO4] 
 
Tabla 4-2. Hemicelulosa hidrolizada en el pretratamiento con ácido sulfúrico diluido 
[H2SO4] Temperatura de reacción % Hidrolizado 
(%p/p) °C Hemicelulosa 
0,8 
110 16,13 
130 27,15 
150 66,89 
170 84,67 
190 92,99 
1,2 
110 16,21 
130 60,23 
150 45,80 
170 85,66 
190 91,48 
2,0 
110 39,17 
130 66,70 
150 82,88 
170 87,70 
190 100,00 
 
La menor degradación de hemicelulosa se presenta en las condiciones más suaves del pretratamiento, 
es decir, a menor temperatura y concentración de ácido sulfúrico (0,8 % y 110 °C), donde el contenido 
de hemicelulosa disminuye a 18,25 % (p/p). A la misma temperatura y mayor concentración de ácido 
sulfúrico (2,0 % p/p) el porcentaje de hemicelulosa es 13,24 % (p/p), lo que significa un aumento de 
hidrólisis de hemicelulosa del 16,21 al 39,17 % (p/p) por efecto de la concentración del ácido a la menor 
temperatura de reacción.  
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En los pretratamientos realizados a altas temperaturas, 170 y 190 °C, se hidrolizan altos porcentajes de 
hemicelulosa, independiente de la concentración de ácido sulfúrico empleado en el pretratamiento. En 
los pretratamientos a 170 °C el porcentaje de hidrólisis cambia de 84,67 a 87,70 %, mientras que en los 
pretratamientos realizados a 190 °C cambia de 92,99 a 100%. Este resultado indica que a altas 
temperaturas de reacción, la concentración de ácido no es un parámetro determinante, como si lo es a 
bajas temperaturas. Este mismo comportamiento es reportado en el estudio del modelo cinético de la 
xilosa durante el pretratamiento con ácido sulfúrico [24].  
 
Analizando el efecto de la temperatura en los pretratamientos realizados a la misma concentración de 
ácido sulfúrico, se observa que a mayor concentración de ácido el porcentaje de hidrólisis de 
hemicelulosa aumenta más rápido con respecto a la temperatura que a concentraciones bajas de ácido, 
por ejemplo en el pretratamiento realizado a 2,0 % (p/p) y 150°C se alcanza a hidrolizar el  82,88 % de 
hemicelulosa, mientras que para alcanzar porcentajes de hidrólisis similares a 0,8% se requiere realizar 
la reacción a 170 °C. 
  
Al comparar los pretratamientos realizados a la misma concentración de ácido sulfúrico, se observa el 
efecto de la temperatura sobre el porcentaje de hidrólisis de la hemicelulosa, logrando entre el 76,86 y 
60,83 % de diferencia entre la mínima y máxima temperatura de operación. Mientras que al comparar 
los pretratamiento realizados a la misma temperatura y diferente concentración de ácido, se observa 
que la mayor diferencia en el porcentaje de hidrólisis es del 39,55 %, favoreciendo esta diferencia las 
temperaturas más bajas de reacción (Figura 4-1) 
 
Figura 4-1. Hemicelulosa hidrolizada en el pretratamiento con ácido sulfúrico 
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En lo referente al contenido de celulosa, los mayores porcentajes se lograron en las reacciones 
realizadas a alta temperatura y concentración de ácido sulfúrico, como se observa en la Figura 4-2. El 
máximo porcentaje obtenido en el Pennisetum sp pretratado fue 56,53 % (p/p) (190 °C y 2,0 %).  
 
El aumento de celulosa en el material pretratado se explica con la degradación de la hemicelulosa, 
porque al disminuir el porcentaje de esta, el producto sólido se enriquece porcentualmente en los 
componentes menos hidrolizados durante el pretratamiento, celulosa y lignina, lo cual favorece un 
proceso selectivo de hidrólisis con celulasas, dirigida a la producción de glucosa, para su posterior 
fermentación con Saccharomyces cerevisiae. 
 
Figura 4-2. Contenido de celulosa en el Pennisetum sp pretratado 
 
 
Con el fin de conocer las especies presentes en el producto líquido del pretratamiento se realizó el 
análisis por cromatografía líquida de esta fase, cuantificando el contenido de monosacaridos y 
compuestos inhibidores de la fermentación, tales como, furfural, 5-HMF, acido hidroxibenzico,  4-
hidroxibenzaldehido, ácido vainillínico, vanillina, ácido siríngico, ácido p-cumárico, siringaldehido y ácido 
ferúlico. Para el análisis se empleo una columna Chromolite RP C-18, una solución de agua, metanol y 
ácido acético al 1% (89 - 7 – 4 % (v/v)) como fase móvil, 30 °C de temperatura en el horno y un detector 
de arreglo de diodos. 
 
El análisis del producto líquido permitió conocer el porcentaje de xilosa y glucosa que permanece en 
esta fase y el porcentaje de monosacaridos y lignina que se degradaron durante el pretratamiento por 
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acción de la temperatura y concentración de ácido en el medio de reacción. Los resultados se 
presentan en Tabla 4-3. 
 
La hemicelulosa solubilizada durante el pretratamiento corresponde teóricamente a la suma de la xilosa,  
oligosacaridos de xilosa y furfural presentes en el producto líquido de la reacción o hidrolizado 
(Ecuación 4-2). Mientras que la celulosa hidrolizada corresponde a la suma de la glucosa, 
oligosacaridos de glucosa y 5-HMF (Ecuación 4-3) [15]. En esta investigación no se cuantificaron los 
oligosacaridos de xilosa y glucosa, por lo tanto el análisis se realiza para los monosacaridos y productos 
degradados. 
 
                                                                          
                                                                      
 
En lo concerniente al contenido de carbohidratos, glucosa, xilosa y arabinosa, en el producto líquido de 
la reacción, estos alcanzan su máxima concentración a los 150°C para las reacciones realizadas a 0,8 y 
1,2 % y 130°C para la realizada al 2,0 %.  La degradación de los carbohidratos se potencializa con el 
aumento de la temperatura y concentración de ácido, hallando el máximo contenido de furfural y 5-HMF 
a 190 °C y 2,0 % (p/p), el porcentaje de degradación de la xilosa y glucosa es de 2,18 y 1,0 %, 
respectivamente.  
 
Igualmente, en la lignina se observa que el porcentaje de hidrólisis aumenta con respecto a la 
temperatura y concentración de ácido en el pretratamiento, el máximo porcentaje de hidrólisis de lignina  
es 0,30 %, correspondiente a 36,30 % de la lignina soluble calculada para el Pennisetum sp sin 
pretratar. 
 
La sumatoria del porcentaje de xilosa, arabinosa y carbohidratos degradados a furfural, no corresponde 
al total de la hemicelulosa hidrolizada calculada con la ecuación 4-1, lo que se puede explicar a la luz de 
dos posibles situaciones, la primera es la presencia de altas concentraciones de oligosacaridos de 
xilosa – arabinosa y la segunda es la degradación del furfural a ácido fórmico.  
 
Acudiendo al estudio de la cinética de hidrólisis de la hemicelulosa del Switchgrass [25, 26], se sabe 
que a concentraciones bajas de ácido sulfúrico (0,25 – 0,75 % (p/p)) y temperatura de 150 °C, se 
produce del 33 al 60 % de oligosacaridos de xilosa y que la degradación de xilosa a furfural no supera el 
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15 %, con respecto al contenido inicial. Por lo anterior, es posible que la primera situación, alta 
concentración de oligosacaridos en el producto líquido de la reacción sea la más probable. Esta 
hipótesis es respaldada con el hecho de observar contaminación con hongos en el producto líquido de 
las reacciones de estudio preliminar, que se realizaron a las mismas condiciones de temperatura y 
concentración de ácido y mayores tiempos de reacción.  
 
Tabla 4-3. Porcentaje de componentes hidrolizados y degradados durante el pretratamiento con ácido 
sulfúrico diluido. 
[H2SO4] Temperatura Glucosa 
Glucosa 
degrada a 
5-HMF 
Xilosa-arabinosa 
Xilosa 
degradada 
a Furfural 
Lignina1 
% (p/p) °C % (p/p)2 
0,8 
110 0,22 0,01 3,73 0,10 0,00 
130 0,79 0,03 1,53 0,12 0,01 
150 1,26 0,09 5,15 0,67 0,05 
170 1,11 0,10 3,58 0,86 0,08 
190 0,60 0,28 1,23 2,01 0,14 
1,2 
110 0,20 0,02 4,74 0,09 0,01 
130 0,78 0,12 6,27 0,11 0,03 
150 0,98 0,20 8,95 0,75 0,06 
170 0,51 0,33 1,17 1,36 0,12 
190 0,32 0,56 0,21 2,18 0,15 
2,0 
110 0,63 0,02 1,76 0,17  0,03 
130 1,24 0,12 14,58 0,23  0,10 
150 1,21 0,83 2,49 1, 05  0,19 
170 0,36 0,88 1,62 1,42  0,23 
190 0,07 1,00 0,59 2,89 0,30 
1La lignina es la sumatoria de acido hidroxibenzico, 4-hidroxibenzaldehido, ácido vainillínico, vanillina, ácido siríngico, ácido 
p-cumárico, siringaldehido y ácido ferúlico 
2 Porcentajes con respecto al contenido de  glucosa, xilosa y lignina presentes en el Pennisetum sp sin pretratar  
 
 
La suma del porcentaje de glucosa y glucosa degradada a 5-HMF no supera el 2,04 %, pero al igual 
que en la hidrólisis de la hemicelulosa, se sospecha la presencia de oligosacaridos de glucosa en el 
producto líquido de la reacción. 
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Tabla 4-4. Concentración de inhibidores de la fermentación en el hidrolizado líquido producido en el pretratamiento con ácido sulfúrico diluido. 
 
Temperatura 
°C 
[H2SO4]  
% (m/m) 
Concentración de inhibidores en el hidrolizado  (mg/ml) 
5-
HMF 
Furfural 
Ácido 4-
hidroxibenzoico 
4 - Hidroxibenaldehido Vainillina 
Ácido p-
cumarico 
Acido 
ferulico 
110 0,8 0,254 0,112 0,000 0,013 0,013 0,078 0,018 
125 0,8 0,033 0,019 0,001 0,000 0,003 0,004 0,006 
150 0,8 0,779 0,623 0,007 0,020 0,021 0,049 0,016 
170 0,8 0,473 0,379 0,000 0,026 0,055 0,019 0,000 
190 0,8 0,396 0,784 0,000 0,008 0,048 0,000 0,000 
110 1,2 0,017 0,025 0,001 0,001 0,001 0,000 0,020 
130 1,2 0,005 0,004 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 
147 1,2 0,051 0,222 0,002 0,003 0,015 0,020 0,014 
165 1,2 0,013 0,026 0,006 0,008 0,031 0,037 0,000 
177 1,2 0,433 0,658 0,000 0,000 0,033 0,013 0,000 
195 1,2 0,045 0,002 0,002 0,001 0,000 0,000 0,000 
196 1,2 0,450 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 
110 2,0 0,052 0,274 0,000 0,001 0,004 0,012 0,021 
130 2,0 0,082 0,066 0,000 0,000 0,000 0,011 0,013 
150 2,0 0,360 0,795 0,000 0,018 0,022 0,009 0,000 
170 2,0 0,395 0,316 0,015 0,030 0,037 0,022 0,000 
190 2,0 0,192 0,722 0,000 0,006 0,005 0,004 0,000 
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Figura 4-3. Componentes lignocelulósicos degradados durante el pretratamiento con ácido sulfúrico. 
a)        b) 
c)               d)  
 
e) 
 
La máxima producción de carbohidratos glucosa y xilosa en el hidrolizado no se puede lograr 
simultáneamente, porque la máxima producción de glucosa se presenta a temperaturas mayores que la 
de xilosa. En este estudio la máxima producción de glucosa se presenta en las reacciones realizadas a 
150 °C, mientras que la máxima producción de xilosa se presenta en los pretratamientos realizados a 
130 °C. Este resultado es similar en la investigación reportada por Dien y colaboradores [27, 45] y 
Jonas y colaboradores [46]. 
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El estudio del modelo cinético de la hidrólisis de la xilosa durante el pretratamiento con ácido sulfúrico 
diluido en biomasas herbáceas [24], indica que el pretratamiento realizado a 180 °C de temperatura y 
0,9 % (p/p) de ácido sulfúrico, logra el 90 % de hidrólisis de la xilosa presente en el material vegetal sin 
pretratar. Este resultado se diferencia principalmente del obtenido en el presente estudio, en la 
concentración de ácido sulfúrico empleada en el pretratamiento, lo cual puede estar relacionado con la 
capacidad de neutralización característica de la biomasa [45, 47] 
 
Considerando que los porcentajes de 5-HMF y furfural presentados en la Figura 4-3 b) y d) son 
inferiores a los reportados en algunas publicaciones [46, 48] que estudian el pretratamiento con ácido 
sulfúrico diluido sobre biomasas herbáceas, y adicionalmente se obtiene un bajo porcentaje de  
compuestos fenólicos presentes en el producto líquido del pretratamiento, es posible generar la 
hipótesis de la utilización del hidrolizado o producto líquido del pretratamiento, en la producción de 
carbohidratos celulósicos y no celulósicos a través de hidrólisis enzimática [11, 49].  
 
Aunque en esta investigación el tiempo de reacción no fue considerado una variable de estudio y fue 
establecido como parámetro de operación realizar todos los pretratamientos durante 60 min, 
fundamentado principalmente en la publicación de Christopher Jonas y colaboradores [46], quienes 
encontraron que el máximo porcentaje de hidrólisis de carbohidratos hemicelulósicos se lleva entre los 
45 y 60 min de reacción. Es recomendable estudiar el efecto de menores tiempos de reacción sobre el 
porcentaje de carbohidratos estructurales en el Pennisetum sp pretratado y el porcentaje de 
carbohidratos hidrolizados y degradados en el producto líquido de la reacción.  
 
4.2. Hidrólisis enzimática 
 
Los sólidos pretratados con ácido sulfúrico diluido fueron hidrolizados con el objetivo de conocer el 
porcentaje de conversión de celulosa en glucosa por acción de la mezcla de enzimas celulasa de 
Trichoderma resei Cellulast 1.5 L con una actividad de 30 UPF/g celulosa y B-glucosidasa de 
Aspergillus niger Novozyme 188 con una actividad de 400 UI/g celulosa, comercializadas por (Sigma 
Co.). 
 
La hidrólisis enzimática se realizó en el Centro Nacional de Investigación en Utilizaciones Agrícolas del 
Departamento de Agricultura de Estados Unidos en Peoria IL. Se utilizó 0,5 g de Pennisetum sp 
pretratado en 30 mL de solución, preparada con agua desionizada y una solución amortiguadora de  
citrato 1 M para mantener el pH en 4,8. Se agregó 0,3 mL de timol (con una concentración de 50g/l en 
 39 
 
70% (v/v) de etanol) como agente bactericida. La mezcla de enzimas que se agregó es de 0,18  mL de 
Celluclast 1.5, 0,030 mL de Novozyme 188 y 0,039 mL de multipectinasa. La reacción enzimática se 
realizó en un sheker marca innova 4000 a 50 °C y 100 rpm por 72 h. 
 
El líquido sobrenadante fue analizado por cromatografía líquida cuantificando la concentración de 
glucosa, xilosa y arabinosa. Con las concentraciones de glucosa y xilosa se determinó el porcentaje de 
celulosa y hemicelulosa hidrolizados por acción de las enzimas, utilizando la ecuación 4-4 y 4-5: 
 
                        
                         
                                   
      4-2 
 
                              
                         
                                        
          4-3 
 
Donde: 
%Glucosa líquido: porcentaje de glucosa en el sobrenadante por gramo Pennisetum sp hidrolizado 
% Celulosa pretratado: porcentaje de celulosa en el Pennisetum sp pretratado 
1,111: representa el factor de conversión de celulosa a glucosa  
   
   
     
%Xilosa líquido: porcentaje de xilosa en el sobrenadante por gramo Pennisetum sp hidrolizado 
% hemicelulosa pretratado: porcentaje de celulosa en el Pennisetum sp pretratado 
1,136: representa el factor de conversión de celulosa a glucosa  
   
   
     
 
El porcentaje de celulosa hidrolizada varía según las condiciones de pretratamiento aplicadas sobre el 
Pennisetum sp previamente. El porcentaje de hidrólisis de celulosa más bajo fue obtenido en la biomasa 
sin pretratar previamente, correspondiente a 12,90 %. El porcentaje de celulosa hidrolizada en los 
Pennisetum sp pretratados e hidrolizados, cambia desde 16,07 %, obtenido en las condiciones más 
suaves de temperatura y concentración de ácido (0,8 %, 110 °C) hasta 62,34 % obtenido a 190 °C y 1,2 
% (p/p) de ácido sulfúrico. Este resultado refleja la importancia del pretratamiento en la maximización de 
la producción de glucosa a partir del Pennisetum sp. 
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Comparando los porcentajes de glucosa y xilosa hidrolizados del Pennisetum sp pretratado, mostrados 
en la Tabla 4-5, se observa la importancia de la temperatura a la cual se realizó el pretratamiento, 
indicando que es una variable altamente influyente en el porcentaje de celulosa hidrolizada. Para 
cualquier concentración de ácido sulfúrico, el porcentaje más bajo de hidrólisis se obtiene a la menor 
temperatura de pretratamiento, en este estudio 110 °C. Mientras que el mayor porcentaje de hidrólisis 
en la biomasa pretratada, varía según la concentración de ácido sulfúrico, para 0,8 % (p/p) es 170 °C y 
para 1,2 % y 2,0 % (p/p) es 190 °C.  
 
El porcentaje de xilosa obtenida varía desde el 21,68 al 61,09 %. El menor porcentaje de hidrólisis de 
hemicelulosa se presenta a la temperatura de pretratamiento mas baja, a 110 °C y 1,2 % de ácido 
sulfúrico. En general, se observa que para todas las concentraciones de ácido sulfúrico, el menor 
porcentaje de hidrólisis se presenta en los pretratamientos realizados a 110 °C. 
 
Tabla 4-5. Porcentaje de celulosa y hemicelulosa hidrolizado del Pennisetum sp pretratado con ácido 
sulfúrico diluido 
[H2SO4] 
% (p/p) 
Temperatura 
 °C 
% hidrolizado 
 Glucosa Xilosa 
Pennisetum sp sin 
pretratar 
12,90 18,94 
0,8 
 
110 16,07 32,83 
130 23,76 33,17 
150 26,68 39,02 
170 36,26 51,76 
190 27,30 55,85 
1,2 
110 20,84 21,68 
130 38,60 35,83 
150 22,30 21,41 
170 57,92 48,56 
190 62,34 61,09 
2,0 
110 17,84 34,45 
130 5,65 20,14 
150 24,03 44,12 
170 35,42 50,35 
190 41,93  0,0 
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Figura 4-4. Porcentaje de glucosa hidrolizada de los Pennisetum sp pretratados con ácido sulfúrico. 
 
a) 
 
b) 
El máximo porcentaje de glucosa hidrolizada del Pennisetum sp, es inferior al resultado reportado por 
Dien y colaboradores [27], quienes investigaron el efecto del pretratamiento con ácido sulfúrico diluido y 
la hidrólisis utilizando la misma combinación de enzimas, sobre otras especies de pastos, tales como el 
Switchgrass y el Reed canarygrass, obteniendo 83,8 % y 75,4 % de recuperación de glucosa, 
respectivamente.  
 
Según lo reportado por Dien, el contenido de lignina insoluble en ácido, puede ser utilizado en la 
predicción del porcentaje de carbohidratos estructurales en el material pretratado, con un coeficiente de 
correlación superior al 80 %, También encontró que el procesamiento de pastos menos maduros es 
más eficientes en la producción glucosa [27, 47]. 
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5. PRETRATAMIENTO DE EXPLOSIÓN DE FIBRAS CON SOLUCIÓN ACUOSA DE 
AMONÍACO (AFEX) 
 
El pretratamiento de explosión de fibras con solución acuosa de amoníaco se realizó con el objetivo de 
conocer el efecto de la temperatura de reacción y la relación gravimétrica de amoníaco a Pennisetum 
sp, en la composición de carbohidratos estructurales en el material pretratado. Las temperaturas de 
reacción evaluadas fueron 150, 170, 190 y 220 °C y las relaciones 1, 1,5 y 2 g de amoníaco por 1 g 
Pennisetum sp en la solución acuosa, manteniendo constante el tiempo de reacción en 20 min. Al igual 
que en el pretratamiento con ácido sulfúrico, se evaluó el efecto que tienen las condiciones de 
pretratamiento en la eficiencia de la hidrólisis enzimática del Pennisetum sp pretratado. 
 
5.1. Pretratamiento 
 
El pretratamiento de explosión de fibras con solución acuosa de amoníaco ó AFEX se realizó en el 
Laboratorio de Ingeniería Bioquímica del Departamento de Ingeniería Química y Ambiental de la 
Universidad Nacional de Colombia. Para la realización de los ensayos de pretratamiento fue necesario 
construir el equipo mostrado en la Figura 5-1, que se describe detalladamente en el ANEXO A. EQUIPO 
DE PRETRATAMIENTO DE EXPLOSIÓN DE FIBRAS CON SOLUCIÓN DE AMONÍACO ACUOSA 
(AFEX). 
  
El procedimiento para la realización de los ensayos consistió en pesar aproximadamente 3,000 g de 
Pennisetum sp y colocarlos en la cámara de explosión (B) protegidos con una malla No 60 de forma 
cilíndrica, para evitar el arrastre de la biomasa por el flujo de vapor hacia el condensador (C). 
Posteriormente se adicionaron en la caldera (A) 2 L de solución acuosa de amoníaco, con la 
concentración necesaria para cumplir con la relación Pennisetum sp: amoníaco a evaluar. La solución 
acuosa de amoníaco fue preparada a partir de una solución del 25,00 % (p/p) con una densidad de 0,91 
g/cm3. Posteriormente se cerró la caldera y la cámara de explosión.  
 
El proceso de calentamiento de la solución acuosa de amoníaco se realizó utilizando una resistencia 
eléctrica que rodea la caldera, conectada a un controlador de temperatura marca Watlow. Cuando el 
controlador registró la temperatura de pretratamiento a evaluar en caldera, se abrió la válvula (V1) para 
permitir el flujo del vapor hacia la cámara de explosión y entrar en contacto con el Pennisetum sp 
durante 20 min. La pérdida de presión registrada entre la caldera y la cámara de explosión fue de 
aproximadamente 20 psi. 
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Las condiciones de operación fueron seleccionadas con base en publicaciones que reportan el estudio 
de la digestibilidad de biomasas lignocelulósicas, tales como residuos de trigo, maíz y otros cultivos 
herbáceos pretratados previamente con soluciones acuosas de amoníaco [33], [35], [50].   
 
Una vez finalizado el pretratamiento se dejó enfriar el equipo hasta temperatura ambiente, para 
posteriormente retirar la biomasa pretratada, lavarla con agua destilada y secarla en un horno a 50 °C 
durante 24 h. El Pennisetum sp pretratado fue caracterizado según el procedimiento NREL, 
determinando el contenido de celulosa y hemicelulosa, los resultados se presentan en la Tabla 5-1. 
Cada análisis de caracterización se realizó por duplicado por muestra. 
 
Figura 5-1. Equipo del pretratamiento AFEX  
 
Donde: 
A: Caldera 
B: Cámara de explosión 
C: Condensador 
V1: Válvula 1 
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La caracterización del Pennisetum sp pretratado demuestra las ventajas del ataque químico y físico 
sobre la composición del material, una de las principales es el aumento del porcentaje de carbohidratos 
estructurales. Inicialmente el Pennisetum sp contiene el 55,9 % y con el pretratamiento realizado a 190 
°C de temperatura y 1,5 g amoníaco por g Pennisetum sp, se logró obtener el 67,5 %, aumentando en 
11,6 % el contenido de carbohidratos estructurales. 
 
El porcentaje de celulosa en los sólidos pretratados aumenta con respecto al contenido inicial en el 
Pennisetum sp sin pretratar y este resultado coincide con reportes de la aplicación del pretratamiento 
AFEX en otras biomasas herbáceas, como el residuo de maíz y el pasto Switchgrass, donde se 
demostró que el porcentaje de celulosa aumentó de 40,2 a 66,5 % en el residuo de maíz  pretratado a 
170 °C durante 20 min [32] y de 35,20 a 67,69 % en el Switchgrass con las mismas condiciones de 
reacción [51].  
 
El efecto de la temperatura de pretratamiento sobre el contenido de celulosa en los sólidos pretratados 
no es tan impactante, como sucede en el pretratamiento con ácido sulfúrico. En la Figura 5-2a se 
observa que el porcentaje de celulosa varía de 41,39 % en el pretratamiento a 150 °C hasta 50,49 % en 
el pretratamiento a 190 °C. En los estudios realizados sobre el Switchgrass varía de 63,93 a 160 °C a 
70,78 % a 175 °C.  
 
El aumento del contenido de celulosa en los sólidos pretratados, está asociado con el proceso de 
deslignificación que sucede durante la reacción, causado por las condiciones de pH (11,3) y 
temperatura (T ≥ 150 °C) en las que se realizó el procedimiento, donde la solución acuosa de amoníaco 
reacciona con el enlace éter que une los alcoholes cinamílicos, causando la separación de estos y la 
ruptura de los enlaces lignina – carbohidratos [16, 52-54] . 
 
Reportes de la aplicación del pretratamiento AFEX en biomasas herbáceas señalan la disminución del 
contenido de lignina en los sólidos pretratados. En el residuo de maíz el contenido de lignina disminuye 
de 18,50 a 8,80 % y en el Switchgrass de 19,88 a 6,71 %. 
En cuanto al contenido de hemicelulosa, se observa que este disminuye de 22,10 % en el Pennisetum 
sp sin pretratatar hasta 13,24 % en el pretratamiento realizado a 150 °C y 2 g amoníaco por pasto.  
 
En la Figura 5-2b se observa que el porcentaje de hemicelulosa en los sólidos pretratados varía entre el 
13,24% y 17,12 %. Al igual que con la celulosa, la temperatura no es una variable impactante en el 
contenido de hemicelulosa en el material pretratado, a diferencia de lo reportado en el estudio del 
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pretratamiento AFEX en el Switchgrass, donde se observa la disminución del contenido de hemicelulosa 
de 26,80 % a 22,53 % con el pretratamiento realizado a 170 °C [32, 51]. 
 
Tabla 5-1. Composición de Pennisetum sp pretratado con amoníaco en solución 
Relación gravimétrica 
Amoníaco/Pennisetum sp  
Temperatura 
°C 
% sólidos  
recuperados 
% (p/p)1 
Celulosa Hemicelulosa 
1 
150 70,3 41,39 ± 0,38 14,50 ± 0,35 
170 72,9 42,13 ± 1,04 15,34 ± 0,71 
190 75,2 38,41 ± 1,77 14,49 ± 1,97 
220 70,4 45,63 ± 2,67 15,53 ± 2,46 
1,5 
150 69,4 5,78 ± 0,49 16,26 ± 0,82 
170 70,3 45,09 ± 0,32 16,79 ± 1,56 
190 63,3 50,49 ± 1,12 17,01 ± 1,40 
220 70,4 43,27 ± 1,34 15,78 ± 2,13 
2 
150 68,5 36,84 ± 0,74 13,24 ± 0,72 
170 69,2 44,50 ± 1,65 16,55 ± 1,34 
190 65,4 46,16 ± 1,53 16,42 ± 1,29 
220 71,4 46,93 ± 2,06 17,12 ± 2,68 
1 Composición en base seca de los sólidos pretratados 
 
Con respecto al análisis económico, el consumo de amoníaco es un aspecto muy importante en la 
realización del proceso AFEX y aunque no es objetivo de esta investigación determinar el consumo de 
amoníaco durante el pretratamiento, es importante señalar que en todos los ensayos realizados se 
recuperó aproximadamente 1800 mL, correspondiente al 90 % de la solución acuosa de amoníaco 
utilizada al inicio de la operación. Es posible que durante la reacción, parte de amoníaco se fijará en la 
biomasa, contribuyendo al enriquecimiento del sustrato para las etapas enzimáticas posteriores [51].  
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Figura 5-2. Contenido de a) celulosa y b) hemicelulosa en el Pennisetum sp pretratado con solución 
acuosa de amoníaco AFEX 
 
a) 
 
b) 
 
5.2. Hidrólisis enzimática 
 
La hidrólisis enzimática del Pennisetum sp con pretratamiento AFEX se realizó con la metodología 
descrita en la sección 4.2, en el laboratorio de Ingeniería Bioquímica del Departamento de Ingeniería 
Química de la Universidad Nacional de Colombia. Recordando, el procedimiento se utilizó una 
combinación de Cellulast 1.5 L 30 UPF/g celulosa (Celulosa) y Novozyme 188 de 400 UI/g celulosa (B-
glucosidasa), a 30°C y 100 rpm durante 72 h de hidrólisis.  
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El porcentaje de celulosa y hemicelulosa hidrolizada se presenta en la Tabla 5-2, estos porcentajes 
fueron calculados con las ecuaciones 4-3 y 4-4. 
 
Tabla 5-2. Porcentaje de celulosa y hemicelulosa hidrolizado del Pennisetum sp pretratado con la 
solución acuosa de amoníaco. 
 
Relación amoníaco/ 
Pennisetum sp  
Temperatura Celulosa Hemicelulosa 
   °C % (p/p) 
Sin pretratar 20,83 13,89 
1 
150 62,87 58,33 
170 67,30 64,44 
190 71,57 72,80 
220 66,87 77,81 
1,5 
150 75,24 78,49 
170 71,24 83,29 
190 66,70 67,64 
220 83,53 88,23 
2 
150 81,90 90,12 
170 84,27 87,73 
190 91,20 92,92 
220 97,70 91,60 
 
La realización del pretratamiento AFEX en el Pennisetum sp representa un aumento en la eficiencia de 
la hidrólisis enzimática del material vegetal, logrando aumentar de 20,83 a 62,87 % la hidrólisis de la 
celulosa y de 13,89 a 58,33 % la hidrólisis de la hemicelulosa, en las condiciones más suaves de 
pretratamiento (150 °C y 1 g amoníaco por g Pennisetum sp). La proporción de carbohidratos 
hidrolizados aumenta de forma significativa, mejorando el potencial del Pennisetum sp para la 
producción de etanol lignocelulósico. 
 
La eficiencia de hidrólisis de la celulosa y hemicelulosa es afectada por la temperatura y la relación 
amoníaco/Pennisetum sp, así entre mayor es la temperatura de pretratamiento y la relación 
gravimétrica, la eficiencia del proceso enzimático aumenta.  
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Entre las dos variables estudiadas, la relación g Pennisetum sp/g amoníaco tienen mayor influencia en 
el porcentaje de carbohidratos hidrolizados, logrando aumentar en 19,03 % el porcentaje de hidrólisis de 
celulosa (de 62,87 a 81,90 %) y 31,78 % el porcentaje de hidrólisis de hemicelulosa (de 58,33 a 90,12 
%) con el pretratamiento realizado a 150 °C y aumentando la proporción de 1 a 2 g amoníaco por  g 
Pennisetum sp. Al aumentar la temperatura la relación gravimétrica toma mayor importancia, logrando 
mejorar hasta 30,83 % (de 66,87 a 97,70 %) la hidrólisis de la celulosa, con el pretratamiento realizado 
a 220 °C.  
 
Aumentar la temperatura de pretratamiento de 150 a 220 °C, manteniendo constante la relación 
gravimétrica en 2, mejora la eficiencia de hidrólisis de celulosa en 15,80 % (de 81,90 a 97,70 %). 
 
Los reportes de la aplicación del pretratamiento AFEX en biomasas herbáceas presentan resultados 
similares a los encontrados en esta investigación. La aplicación de este pretratamiento en el residuo de 
maíz, aumentó la digestibilidad de 21,2 % en el material sin pretratar a 92,0 % en el material pretratado 
a 170 °C durante 20 min, relacionando la degradación de la lignina y hemicelulosa en el material 
pretratado con el aumento de la digestibilidad enzimática [32].  
 
La investigación reportada por Lee y colaboradores [55], confirma la importancia de la presencia del 
amoníaco en el pretratamiento, comparando la aplicación del pretratamiento de autohidrolisis (explosión 
con vapor a pH neutro) y AFEX (explosión con vapor a pH básico) en el pasto  conocido como 
Bermudagrass, encontrando que la digestibilidad de la celulosa aumentó de 25,2 % en el material sin 
pretratar a 44,3 % en el material pretratado con autohidrolisis a 170 °C durante 30 min y 65 % en el 
material pretratado con AFEX a 100 °C durante 30 min. La diferencia en el porcentaje de digestibilidad 
de la celulosa permite relacionar la eficiencia enzimática con la composición del sustrato pretratado y la 
presencia de compuestos fenólicos de lignina, que son uno de los mayores obstáculos en la hidrólisis 
enzimática. 
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Figura 5-3. Porcentaje de a) celulosa y b) hemicelulosa hidrolizada del Pennisetum sp pretratado 
solución acuosa de amoniaco 
 
a) 
 
b) 
 
Después de realizar el estudio de las condiciones de temperatura y relación gravimétrica (amoníaco / 
Pennisetum sp) del pretratamiento AFEX, el autor concluye que la variable que más afecta la 
composición final de la biomasa pretratada y la eficiencia de la hidrólisis enzimática es la relación 
gravimétrica y señala la relación  2 a 1 como la más favorable. En lo referente a la temperatura, esta 
variable no tiene el mismo impacto, pero se recomienda realizar el procedimiento entre 190 °C y 220 
°C.  
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La evaluación de las condiciones del pretratamiento AFEX en el costo de producción de etanol realizado 
por Bals [56], se analizó el impacto de la temperatura, tiempo de residencia y relación gravimétrica 
(biomasa : amoníaco) sobre el costo capital y operativo de la producción de etanol y él reportó que las 
variables que más afectan son la carga de amoníaco y el tiempo de residencia y a altas temperaturas se 
potencializa el efecto de la carga de amoníaco. Considerando lo anterior las mejores condiciones del 
pretratamiento deben seleccionarse considerando un balance de costos. 
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6. COMPARACIÓN ENTRE EL PRETRATAMIENTO CON ÁCIDO SULFÚRICO Y AFEX: 
EVALUACIÓN ESTRUCTURAL Y MORFOLÓGICA DEL PENNISETUM SP PRETRATADO 
 
La comparación entre el pasto Pennisetum sp pretratado con ácido sulfúrico diluido y AFEX se realiza 
considerando la relación entre la producción de glucosa y xilosa por gramo de material vegetal 
pretratado. Adicionalmente, se consideran los cambios químicos y morfológicos con el objetivo de 
reconocer las modificaciones del material lignocelulósico durante el pretratamiento, utilizando  
Espectroscopia de Reflectancia Difusa con Transformada de Fourier (DRIFTS) y Microscopia 
Electrónica de Barrido (SEM). 
 
6.1. Producción de carbohidratos  
 
El balance de masa del Pennisetum sp pretratado con ácido sulfúrico y AFEX permite comparar los 
pretratamientos con el fin de identificar el procedimiento con mayor rendimiento en la producción de 
carbohidratos para la producción de etanol. 
 
El balance de masa de los dos pretratamientos se realiza considerando la relación entre la glucosa y la 
xilosa hidrolizada y el contenido de estos carbohidratos en la celulosa y la hemicelulosa del pasto 
Pennisetum sp, como lo establece se establece en la ecuación 6-1 y 6-2 [57]. 
 
 endimiento de  lucosa  
   lucosa  id oli ada
    elulosa en el pasto              
     
   lucosa  id oli ada
             lucosa en el pasto              
      6-1 
 
 endimiento de  ilosa 
g  ilosa  id oli ada
 g  ilosa en la  emicelulosa 
en el pasto              
      
g  ilosa  id oli ada
         g  ilosa en la  emicelulosa 
 en el pasto               
     6-2 
 
El pretratamiento con ácido sulfúrico con una concentración de 1,2 % (p/p), 190 °C de temperatura,   
durante 60 min y 15 % de sólidos, tiene un rendimiento de producción de glucosa del 34,08 % y de 
xilosa del 2,35 %, como se demuestra con el balance de masa de la Figura 6-1b. Este resultado 
demuestra la efectividad del pretratamiento, frente al rendimiento de la hidrólisis enzimática del pasto 
sin pretratar, donde se obtiene un rendimiento de 18,64 % de glucosa y 12,12 % de xilosa (Figura 6-1a).   
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El rendimiento de hidrólisis del pasto Pennisetum sp pretratado con AFEX con una relación de 2 g de 
amoníaco por g pasto, a 220 °C de temperatura durante 20 min es superior al obtenido con el 
pretratamiento con ácido sulfúrico, logrando una recuperación del 87,07 y 43,41 % de glucosa y xilosa, 
respectivamente, como se presenta en el balance de masa de la Figura 6-1c. 
 
Figura 6-1. Comparación de la hidrólisis del Pennisetum sp sin pretratar (a) y el Pennisetum sp 
pretratado con ácido sulfúrico (b) y AFEX (c). 
 
 
a) 
 
 
b) 
 
 
c) 
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Los balances de masa de carbohidratos descritos en la Figura 6-1 indican que el pretratamiento AFEX  
es el más conveniente para mejorar el rendimiento de producción de glucosa, para su posterior 
fermentación a etanol con Saccharomyces cerevisiae. 
 
6.2. Espectroscopia de reflectancia difusa con transformada de Fourier (DRIFTS) 
 
En los últimos años se han estudiado los materiales lignocelulósicos a través de la espectroscopia de 
reflectancia difusa con transformada de Fourier (DRIFTS), por las ventajas que ofrece esta técnica 
analítica frente a los métodos tradicionales, entre las cuales se destaca el hecho de permitir el análisis 
de composición, sin necesidad de separar cada uno de los componentes del material, evitando 
procedimientos dispendiosos.  
 
El principal objetivo del análisis DRIFTSS en el presente estudio fue reconocer los cambios en las 
bandas de los grupos funcionales característicos de la lignina y los carbohidratos presentes en la 
muestra, que reflejen las modificaciones químicos que suceden en el pretratamiento AFEX. 
  
Los análisis de reflectancia difusa se realizaron en el espectroscopio IR Shimadzu Prestige - 21 del 
Departamento de Ingeniería Química y Ambiental de la Universidad Nacional de Colombia. Todas las  
muestras fueron diluidas a 1% en KBr grados espectroscópicos y secadas en un horno a 50 ° C durante 
48 h antes del análisis, el cual fue tomado en el rango de 400 a 4000 cm-1 con un detector DLATGS y 
una resolución de 4 cm-1 y 100 barridos. Los espectros son transformados a unidades Kubelka Munk 
para minimizar los efectos de las absorciones medidas. 
 
En la Tabla 6-1 se han tabulado las bandas características de los materiales lignocelulósicos 
presentados en la literatura, relacionando la longitud de onda y el enlace que vibra, respectivamente. 
Los espectros son analizados considerando esta información.  
 
 
 
 
 
 54 
 
Tabla 6-1. Bandas de los grupos funcionales presentes en la biomasa lignocelulósica [14, 48, 58-66]  
Bandas cm-1 Grupo funcional 
3400 Vibración de los grupos hidroxilo –OH 
2950, 2925, 2850 Estiramiento enlace -C-H de los grupos metilo y metileno 
1705 – 1715  Enlaces carbonilo –C=O en moléculas alifáticas 
1600, 1505 Enlace -C=C- del anillo aromático de la unidad p—hidroxifenilpropano 
1470-1430 Grupo metoxi -O-CH3 
1040 Deformación C-H en el plano de la unidad guayacilo 
1035 Deformación C-H de unidad guayacilo, deformación -C-OH de alcoholes primarios 
1315 Estiramiento -C-O- unidades siringilo  
1270  Estiramiento -C-O- unidades guayacilo  
1150 Estiramiento asimétrico del enlace -C-O-C- 
895 Deformación del enlace -C-H fuera del simétrico 
 
Los espectros son analizados en cuatro regiones como se describe a continuación: la primera 
corresponde a la banda centrada en 3400 cm-1 correspondiente a la vibración de los grupos hidroxilo (–
OH) presentes en los monosacaridos que componen la celulosa y la hemicelulosa, además de la unidad 
fenilpropano de la lignina. La segunda región entre 2830 y 2930 cm-1 es debida a la vibración de los 
enlace metilo y metileno (–C-H y –C=H) presentes en los carbohidratos y las unidades guayacilo y 
siringilo de la lignina. La tercera región está ubicada entre 1600 y 1450 cm-1 donde se manifiesta la 
vibración del enlace -C=C- del anillo aromático de la unidad fenilpropano de la lignina y la cuarta región 
son las bandas en 1730, 1150 y 893 cm-1 corresponde a la vibración de los grupos carbonilo (–C=O) de 
los ácidos carboxílicos formados por la hidrólisis de los grupos acetilo de la hemicelulosa, la vibración 
asimétrica del enlace –C-O-C- característico de los carbohidratos de la celulosa y la hemicelulosa y el 
último hace referencia a la vibración del enlace -C-H fuera del plano característicos del anillo -piranoso 
de la glucosa [13, 18, 60, 62] 
 
6.2.1. Espectros DRIFTS de la celulosa, el Pennisetum sp y la lignina.  
 
Con el objetivo de comparar la información reportada en la literatura con las bandas características del 
Pennisetum sp, la lignina insoluble en ácido del Pennisetum sp (obtenido del procedimiento de 
caracterización NREL) y la celulosa microcristalina, se realizó el análisis DRIFTS de estos tres 
compuestos. Los espectros se presentan en la Figura 6-2. 
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Figura 6-2. Espectros DRIFTS de la celulosa microcristalina, Pennisetum sp y lignina insoluble en ácido 
del Pennisetum sp 
 
 
 
En la región comprendida entre 3600 y 2800 cm-1 se observan diferencias significativas en la banda de 
vibración de los grupos hidroxilo presentes en la celulosa y los sustituyentes de la unidad fenilpropano 
 56 
 
de la lignina. La celulosa presenta la máxima intensidad en 3250 cm-1, mientras que la lignina en 3450 
cm-1 y en el Pennisetum sp aparece combinada sobre 3400 cm-1.  
 
En la región de vibración de los enlaces -C-H se observan dos bandas en 2930 y 2880 cm-1 
correspondientes a la vibración del enlace insaturado y saturado, respectivamente. En el Pennisetum sp 
y la celulosa la banda en 2880 cm-1 es más intensa que la banda en 2930 cm-1 debido a que los enlaces 
tienen configuración sp3, mientras que en la lignina el comportamiento es invertido por la presencia de 
enlaces con configuración sp2 en el anillo aromático. 
 
En el espectro DRIFTS de la lignina insoluble en ácido se observan las tres bandas características de la 
vibración del enlace -C=C- del anillo aromático, en 1600, 1505 y 1454 cm-1, que no están en el espectro 
de la celulosa y son de leve intensidad en el Pennisetum sp.  
 
En la banda de 1730 cm-1 se observa la vibración del enlace carbonilo (-C=O) en la lignina y el 
Pennisetum sp, mientras que en la celulosa está ausente, por lo que se asocia a los ácidos orgánicos 
de la hemicelulosa que pueden quedar de forma residual en la lignina. La banda en 1150 cm-1 del 
enlace asimétrico -C-O-C- y la banda 893 cm-1 del enlace asimétrico -C-H  están  presentes en el 
espectro de la celulosa debido a la estereoquímica del anillo -piranoso. En la lignina y el Pennisetum 
sp la última banda se desplazo hacia longitudes de onda menores, encontrándose en la lignina en 812 
cm-1 y en el Pennisetum sp en 796 cm-1. 
  
Considerando los espectros de la celulosa microcristalina, el Pennisetum sp y la lignina insoluble en 
ácido del Pennisetum sp, se analizaron los cambios en las bandas de los pastos Pennisetum sp con 
pretratamientos AFEXs, comparando el efecto de las variables estudiadas en cada pretratamiento. 
 
6.2.2. Espectros DRIFTS del Pennisetum sp pretratado con AFEX   
 
En la Figura 6-3 se presentan los espectros del Pennisetum sp sin pretratar y con pretratamiento AFEX 
a la misma temperatura (220 °C) y distintas relaciones gravimétricas amoníaco/Pennisetum sp, donde 
se observa el cambio en la intensidad de las bandas de acuerdo con las condiciones de pretratamiento 
realizado en la muestra.  
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En la región de vibración de los grupos hidroxilos se observa que la banda permanece centrada en 
3400 cm-1 tal como sucede en el Pennisetum sp sin pretratar y la banda disminuye su intensidad con la 
presencia de amoníaco en el sistema de reacción.  
 
Figura 6-3. Espectro DRIFTS del Pennisetum sp sin pretratar y con pretratamiento AFEX a 220°C y b) 
región dactilar 
 
a) 
 
b) 
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En la región de vibración del enlace metilo y metileno se observa que el Pennisetum sp sin pretratar 
presenta bandas en 2900 y 2850 cm-1 y progresivamente aumenta la relación gravimétrica de 
Pennisetum sp/amoníaco toma mayor intensidad la banda ubicada en 2850 cm-1 lo que indica la 
disminución de compuestos insaturados, como la lignina. 
 
Las bandas entre 1558 y 1455 cm-1 atribuidas a la vibración del enlace –C=C- del anillo aromático, 
aumentan su intensidad con respecto a las bandas del Pennisetum sp sin pretratar, aumentando 
progresivamente con la carga de amoníaco, indicando el aumento de compuestos insaturados, 
probablemente procedentes de la lignina en el material pretratado.  
 
Las bandas de vibración del enlace carbonilo en 1730 cm-1 aumentan en el Pennisetum sp pretatado 
con relación a la carga de amoníaco, indicando un proceso de oxidación de los grupos hidroxilo 
(disminución de la intensidad de la banda en 3400 cm-1 en medios apolares que no favorecen la 
formación de puentes de hidrógeno intermoleculares, hipótesis que se respalda con la aparición de la 
banda en 3730 cm-1 de grupos hidroxilo no asociados. 
  
La banda en 796 cm-1 del anillo -piranoso de la celulosa tienen mayor intensidad en el Pennisetum sp 
sin pretratar y disminuye con la carga de amoníaco, señalando la hidrolisis de los monosacaridos  
durante el pretratamiento AFEX. 
 
El efecto de la temperatura de reacción del pretratamiento AFEX en la estructura del material 
pretratado, se observa en los espectros del Pennisetum sp pretratado con la misma relación 
gravimétrica (1 :1 g Pennisetum sp /g amoníaco) y diferente temperatura de reacción, presentados en la 
Figura 6-4. 
  
En la región de vibración de los grupos hidroxilo, la banda se conserva centrada en 3400 cm-1 en todas 
las muestras y la intensidad de la banda aumenta con la temperatura de pretratamiento, también se 
observa la aparición de la banda en 3730 cm-1 que indica la presencia de grupos hidroxilo no asociados 
en el Pennisetum sp pretratado a 220 °C. 
 
La banda de vibración de los grupos metilo en 2850 cm-1 disminuye su intensidad a mayor temperatura 
del pretratamiento, al igual que la banda del grupo carbonilo en 1750 cm-1 y la banda del enlace -C-O-C- 
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de los monosacaridos, lo que indica la hidrólisis de los carbohidratos y la lignina durante el 
pretratamiento.  
Con la banda centrada en 800 cm-1 se observa un comportamiento especial para el Pennisetum sp 
pretratado a 190 °C, debido a su intensidad es relativamente alta, junto con la del Pennisetum sp 
pretratado a 220 °C. Pero la baja intensidad de las bandas asociadas a la vibración del anillo aromático 
permite suponer una alta proporción de carbohidratos relativa a la composición de lignina, por lo que se 
considera la mejor temperatura para realizar el pretratamiento. 
 
Figura 6-4. Espectro DRIFTS del Pennisetum sp pretratado con AFEX  con la relación gravimétrica 1: 1 
(g Pennisetum sp/ g amoníaco) y 150, 170, 190 y 220 °C  
 
  
6.3. Estructura morfológica del Pennisetum sp pretratado 
 
Las características morfológicas del Pennisetum sp sin pretratar son presentadas en la Figura 6-5. A 
través de imágenes de microscopia electrónica de barrido (SEM) se puede observar las características 
superficiales del material, que consta de una superficie rugosa con prominencias que pueden estar 
constituidas de ceras, hemicelulosa, lignina y otros materiales [18], con la presencia de surcos o zanjas 
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correspondiente a regiones de baja cristalinidad. Algunas prominencias se encuentran vacías formando 
huecos que corresponden a material extraído. 
La morfología fibrosa del Pennisetum sp se observa en la Figura 6-5b, con la presencia de unidades 
ordenadas con finales de cadenas que permiten el acceso de las enzimas en la hidrólisis. En la figura 
se observa la fractura transversal del material lignocelulósico. 
  
Figura 6-5. Microscopia electrónica de barrido del Pennisetum sp antes del pretratamiento con ácido 
sulfúrico 
 
a) 
 
b)
 
El cambio morfológico del Pennisetum sp pretratado con AFEX a 220 °C y 2 g de amoniaco por g de 
biomasa se observa en la Figura 6-6a, donde se puede apreciar surcos entre los abultamientos y 
huecos, que corresponde a regiones de baja cristalinidad de mayor accesibilidad a las enzimas en el 
proceso de hidrólisis. El efecto del pretratamiento sobre la superficie se observa en b y c, con el 
deterioro de la fibra aumentando los finales de cadena que favorecen el proceso enzimático.  
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Figura 6-6. Microscopia electrónica de barrido del Pennisetum sp con pretratamiento AFEX a 220 °C y 2 
g de amoníaco por g de biomasa seca a) área superficie, b) y c) área lateral. 
 
 
a) 
 
 
b) 
 
c) 
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7. CONCLUSIONES 
 
 La composición de la biomasa lignocelulósica del tipo Pennnsetun sp, conocida como pasto 
Maralfalfa es 10,77 % de extraíbles en etanol-tolueno, 2,46 % de cenizas, 16,18 % de 
lignina, 33,79 % de celulosa y 22,54 % de hemicelulosa. La composición indica que el pasto 
tiene 56,33 % de carbohidratos estructurales, estableciendo un alto potencial para la 
producción carbohidratos fermentables para la producción de etanol. 
 
 
 El análisis termogravimétrico de la biomasa lignocelulósica Pennisetum sp, es una técnica 
analítica útil en la determinación del contenido de carbohidratos estructurales y lignina, 
reduciendo el tiempo de análisis. Sin embargo, es necesario evaluar condiciones de análisis 
diferentes a las presentadas en esta investigación, a fin de encontrar una mejor relación 
entre las señales de descomposición térmica de los principales componentes de la biomasa 
lignocelulósica y la composición determinada a través de la metodología NREL.  
 
 
 El pretratamiento con ácido sulfúrico diluido hidroliza principalmente la hemicelulosa y no 
remueve significativamente la lignina del pasto Pennisetum sp a las condiciones de 
reacción evaluadas. Entre la temperatura y la concentración de ácido sulfúrico, el primer 
parámetro es el de mayor incidencia en la producción de carbohidratos, especialmente de 
glucosa. 
 
 El producto líquido del pretratamiento con ácido sulfúrico diluido a 2,0 % (p/p) y 130 °C 
sobre el Pennisetum sp, presenta la máxima concentración de carbohidratos hidrolizados, 
con bajos porcentajes de furfural, 5-hidroximetilfurfural y derivados fenólicos, constituyendo 
una fase con potencial para la producción de etanol.  
 
 
 
 El pretratamiento realizado a 190 °C y  1,2 % (p/p) produce sólidos con mayor proporción 
de celulosa, con respecto al Pennisetum sp sin pretratamiento, causado por la alta 
proporción de hemicelulosa hidrolizada. Los sólidos pretratados con ácido sulfúrico diluido a 
190 °C y  1,2 % (p/p), seguido de la hidrólisis con las enzimas Celluclast 1.5L® y 
Novozymen 188® hidroliza el 12,81 % de glucosa y 0,59 % de xilosa del material vegetal. 
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 El pretratamiento del pasto Pennisetum sp con una solución acuosa de amoníaco con una 
relación 2 g de amoníaco por g de pasto y a 220 °C de temperatura, seguido de la hidrólisis 
con las enzimas comerciales Celluclast 1.5L® y Novozyme 188® hidroliza parcialmente la 
hemicelulosa y la celulosa, produciendo 32,72 % de glucosa y 11,19 % de xilosa del 
material vegetal. 
 
 
 
 El pretratamiento que hidroliza el mayor porcentaje de carbohidratos en la biomasa 
lignocelulósica Pennisetum sp, es el realizado con la solución acuosa de amoníaco, con el 
cual se logra hidrolizar el 32,72 % de glucosa y el 11,19 % de xilosa en las mejores 
condiciones evaluadas, que comparado con las mejores condiciones del pretratamiento con 
ácido sulfúrico diluido, bajo las cuales se logra hidrolizar el 12,81 % de glucosa y el 0,59 % 
de xilosa, representando 2,6 veces más glucosa y 18,5 veces más xilosa disponibles para la 
fermentación.     
 
 El análisis de espectroscopia de reflectancia difusa con transformada de Fourier – DRIFTS - 
del Pennisetum sp, permite un mejor entendimiento de la estructura interna del material 
lignocelulósico, relacionando la presencia de los principales componentes con las bandas 
características de cada compuesto, sin embargo, al ser una técnica semicuantitativa es 
necesario encontrar la relación adecuada entre la intensidad de las bandas y los principales  
componentes del material lignocelulósico, a fin de establecer un método eficiente para 
conocer la composición del material.  
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8. RECOMENDACIONES  
 
Con el objetivo de mejorar la producción de etanol a partir de los resultados obtenidos en esta 
investigación se recomienda realizar las siguientes acciones. 
 
Caracterización 
 
Realizar el análisis termogravimétrico del pasto Pennisetum sp utilizando velocidades de calentamiento 
menores a 20 °C/min, determinando el contenido celulosa, hemicelulosa y lignina, con el fin de mejorar 
la relación entre los resultados termogravimétricos y la caracterización con el procedimiento NREL. 
  
Pretratamiento con ácido sulfúrico 
 
Con respecto al pretratamiento con ácido sulfúrico se recomienda realizar nuevamente el pretratamiento 
a 190 °C y 1,2 % (p/p) de ácido, con el objetivo de cuantificar el contenido de oligosacaridos de glucosa 
y xilosa presentes en el producto líquido de la reacción, con el fin de conocer el potencial de esta 
fracción para la producción de etanol a través de un proceso de hidrólisis y fermentación simultánea. El 
procedimiento para la cuantificación de oligosacaridos consiste en realizar la hidrólisis con ácido 
sulfúrico al 4 % (p/p) y 121 °C en autoclave durante 1 h y posteriormente determinar la concentración 
de los monosacaridos correspondiente con cromatografía liquida de alta presión. 
 
Estudiar el efecto de tiempos de reacción menores a 60 min en el contenido de carbohidratos 
estructurales en el producto sólido pretratado y el contenido de oligosacaridos y monosacaridos en el 
hidrolizado. 
 
Pretratamiento con AFEX 
 
En lo referente al pretratamiento AFEX las recomendaciones están relacionadas a mejoras el sistema 
de reacción y complementar los análisis realizados a los productos del pretratamiento. 
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Con respecto al sistema de reacción se recomienda realizar modificaciones en el tamaño de la cámara 
de explosión y el sistema de conexión entre la caldera y la cámara de explosión con el objetivo de 
ampliar las variables de estudio, considerando una mayor proporción de sólidos con respecto al 
volumen de solución acuosa de amoníaco y menores tiempos de reacción, utilizando el vapor generado 
en más ensayos. También se recomienda aislar la cámara con a fin de mantener estable la temperatura 
de la muestra y disminuir la fuga de energía durante la reacción. 
 
El análisis del Pennisetum sp pretratado debe ser completado, determinando el contenido de lignina 
insoluble en ácido con el objetivo de demostrar el efecto deslignificante del pretratamiento. 
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ANEXOS 
 74 
 
ANEXO A. EQUIPO DE PRETRATAMIENTO DE EXPLOSIÓN DE FIBRAS CON SOLUCIÓN DE 
AMONÍACO ACUOSA (AFEX) 
 
El equipo en el que se ha llevado a cabo el pretratamiento de explosión de fibras con solución de 
amoníaco acuosa fue diseñado y construido a partir de un reactor existente previamente en el 
Departamento de Ingeniería Química y Ambiental de la Universidad Nacional de Colombia. El equipo 
(Figura A1 y A2) consta de tres unidades: un reactor acumulador de vapor, una cámara de explosión de 
vapor y un condensador, cuyas características se describen a continuación: 
 
Reactor acumulador de vapor: 
Es un reactor Parr construido en acero inoxidable de 17,5 cm de diámetro y 22 cm de altura, rodeado 
con una resistencia eléctrica de 120 V y 2000 W. Posee un manómetro de presión máxima de 2000 psi,  
un termopozo de 1/8” X 8” y una válvula de bola de  ¼”  con conexión a hacia la cámara de explosión de 
vapor. 
 
Cámara de explosión de vapor: 
Es una cámara donde la biomasa Pennisetum sp es colocada y presurizada súbitamente, está 
construida en acero inoxidable y sus dimensiones son 4 cm de diámetro y 5 cm de altura, tiene una 
conexión a un manómetro Bourdon vertical de 600 psi de presión máxima, que permite conocer la 
presión del vapor que interactúa con la biomasa y perdida de presión entre el acumulador de vapor y la 
cámara de explosión. 
 
Condensador horizontal: 
Consiste en una tubería de 4” de diámetro nominal y 70 cm de longitud, en el cual se encuentran 20 
espirales construidas en tubería de acero inoxidable de ¼” de diámetro nominal y 10 cm de diámetro y 1 
cm de espaciamiento. La entrada del condensador está conectada a una válvula de acero inoxidable de 
¼”. 
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Figura A1. Esquema del equipo de pretratamiento AFEX. 
 
 
Figura A2. Fotografía del equipo de pretratamiento de explosión de fibras con amoníaco. 
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